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ADP
ATP
copP
CHP
opm
DEAE
DNA
EDTA
FAD
g
glucosa-6-~P
GDP
GXP
GTP
inositol=-1~P
NI.LD*
NADH
NADP*
NADPH
P
PP
RNA
rpm
Trise

UDP
UDPG

ABREVIATURAS EMPLEADAS.

Adenosina 5*' difoofato,.

Adenooina 5' trifosfato.

Citidina 5' difosfato.

Citidina S' monofosfato,

Cuentas por minuto,

Dietil-pmino-atil,

Acido desoxirridonucleico.

Acido etilen-diamino-tetra-acético.
Flavin adenin dinucledtido.

Fuerza gravitacional,
D-glucosa~bH-~fonfato,
Guanosina-5tdifosfato,

Guanosina 5' nmonofosfato.

Guanosina 5' trifosfato,
D-mio-inositol-1-fosfato.

Nicotinamin adenin dinucledtido oxidado.
Nicotinamin adenin dinucleétido reducido, :
Nicotinamin adenin dinucledtidc fosfato oxidado, |
Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido.f
Ortofosfato,

Pirofosfuto,

Acido ribvonucleico.

Revoluciones por minuto,

Tris hidroxi metil amino metano 6 2 amino 2 hi-
droximetil'1.3 propanediol.

Uridina 5' difosfato,

Uridina 5' difosfato de glucosa,
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I QUIVICA 08 103 INOLITOIES

L8O

Desde el punto de viata bioldsico al hablnr de el

" + s
inosi Lol ne concretn uno nl indmere depominiaio mio de loa

ciclohexanohexolen o inonitoles, Alsvnoo inveatigalercs (Iohmar,
1957 we prefioren indintintamente 1 Joa dnonitoles como cicli-

tales rnientran ue aLran “ﬁ"};‘;“n Lom ovad v o Ando roon, e'r;r'q) el

A e v o

~

» cd oy ) " . ) . . . .

rdrming e cinlital como man ampiio denbro ded gue neluyen 10w
. T e . . . s

inond LoLan, .1124&})1(;xf,($}¢v54 q".,gjc}gji;n;.; PO n Lt nu,; R inoanminas (Ci—

clohexanopeniolen nninniod V.o dnenonan

. rontnnidroyiciclohexa-

nonna) y oun derivaios,

Todricamente s0n nuove J0U ponitles indmeros del ci-

-

clahexanohs xol ¥y nungue no Lelos ox encurniyen eh Juo paburnlesa

-

s,

wo hun sintetizado gufsicwrente low ouave Teodn Ficurag 1 e
ettt oia R [ L R T A TP . 3 ~ pev .
fneluyen lan férmulne de d fohon iabreros, ani gone @1 NOmers

. ) . C i es P LAt e s
trivial con £l que se identifican, Gtre duners oo jdentifienrlos

ot}

Atevinn del uao del nombre consn, = por medio de rifre ron e e

diquen 1a diaponicidn de Jou nidrowilon rresentes hacia cudw 18=

do del anillo; por ejerplo, pari bl omio inositel werin 1,8,3 w7

* L] LI
4 vyl Vs ; R S T U e e ey 8 ~ 3
4,6 o indicn que lon srapen nlorexilo de los aurbonos 1,2,3, ¥ 95

eptan orientiddos hacia un 1nde del anillio un aguelles
de lon carbones & ¥ 6 oot orienhilod enoul sentido oruesto,

L con' x'uyuo)dn Gtnolubn de cadln uno de 103 carbvonag
Qe Jon inositolag oo COLOOY s v loenarer he VS et vatd de Jrfle

Janio lon inonitolew o Joarlv odoa canoe kios de Joa enrbohi tratan,

- L . - e . A 3
e N e Torr e P de Ton dreastsolen g

. ] N
Saconvenienhe e Jiroane
. .. . - . ) , N S . Y b '\ .
g oL tyo cido drpoctante oo vntender At Tures A Yoy Tenale
aycman e Jes mimmes, Ieoweglaopesara ooty rocitel dnocons
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wondorante nn 1n de

D! frenw b PR L . . . .
Witln con ol menor nisero Jo hidroxilon axinleu (figuras 2), e

tno conformacionen ne har deducido do lon principios generales

¥ ] 2% ~, .o k]
do annlials conforvacionnl neeptanio gque 108 2runoy auunhituyaena-

" b % N
tea an un 2aillo de cielohexang nan man eatibien on rosicldén e-
-

L3 , S, P .
cuntorinl que on axial, Jas conforrnclonen anotfden en T figue
Fie 2 entan de wguerldo con luo rescciones da deanidrezenacidn y
S AXIOEL W 4, R Y JRN 2 N " . . - : L
forsneién de comple jon con barnto gue presencin 103 inositoles

{Angynl y Anderuvon, 1959)

.

Mdeman o he obneryicie unn correlincidn interesante en-
tre 1o presonpcis on 3o naturadeni de Joa ingnitoles y ciclito-
loa ocon o enbibilid vl conormaeional (Angyal oy Villa, 106523,
Inowitolen con altw energfa e futeraccidén en ou omoldculn deti-

do n 1o rroeengin de de

o
HEE
=&
¢
bt
%
e
ot
el
o
o
-
.
e
s
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21 misro Jalo del Ani-
. ~ . . FUPPIN Ly we oy gy ¥ AR . 169 P
110 nunct we han encenlrado onoae raburslesnd, oientrig que 90-

5 ¢ . . 3. D ye s ' - - g £ 5 -
don 104 deman dnowitoelen y Algunon ae Jeriveagdan, metilicos

e
o
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por e jemplo, que no Liepern etet Qnn Ler,

Jos anren vivon, B miw univeraaznments eu o3 mio ino-

1 v oantes an el motivo vor o) cunl en biole £ »3 hallar de
@ Q4 ) 3 Py [ SR 3 [ Sl H s L -
o inonital we retviers ane 0 mwicinonito

Ly e - .
sonin enlargo en CUnvee

nienbe lnoaiutir que varioes abror iadmerda L io e fan D el

ten en e) interior Jde dan o

fneluno recientemente uno de ellos, el ndilo inositol, ve ha niae-

Yada de te jidos de ram{fevon (Sheripan, Shawiy L, Simpuoon ¥ Foodwan

1968), *n el preoente prodvoigo ¥y ocontinuasio con T4 cantunbre, el

t&rmino inonitold '\M‘chr'r'x enpoe {freamente vy iwdrero mio, Tien=

tys cue el reato de fadme ron ae Clentifienr o cor lon nontres
Y
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rreasniian reaccionew qufric«u wardleresn o Jao de los yolinlcoho=

len acfcelicon, pearo habitunlrente son mna eatables por al necho
de ponoer un anillo en nu entractura, WO Ao verd con datnlle la
Q‘df!’iit‘u c“o" Q( AR ¢ T NYE I LN .- ~ vyt Y . 3 Y I3 1.1

a8 yLoo compuraton Jor estar o]l temioun noco ale jado
del O‘h:o" to le Yo pPresen X "_ngt‘i,\; eale apabtar que '!1.:{;1 axrelentes

rav tl\} yTev 15 WUXJTP 1'\ ""!1 f:‘ﬁ(\ 4 \;‘i‘. : nn jh\)“i t"]n” br mun dy;\ v-jvél(}oa

[ 7 ] . .
{(Tohmar, 1957; angynl y Aclernon, 1064G),

IT  ¥IQ INGSITOL,. '

Tene un peoo moleeular de 100,27, Ja miarmn férmula
erpfrica de 1a gluconn Cp .0, cunto du funida de 275 G_227 °a,
e diguslven 12,5 ¢ en 100 0 de agusn i 20 °C, s {nsoluble en
rRlcohol ¢ dter,

1.~ NMutribucidn en Ju nnturalers,

-
H
[N
o

ki 1560 Geherer nwiatd ed inonitol del tejido

musculnr; en un princicio »=o L 11amd meso inowitel, nombre sue

ae deaeartd yu que osr o indmeros won drticarente irmctivoes; el
- §

nombre de mio inoaitol Fad gneerido {Mletcher, Anderson ¥ Tardy
N ) - “ !

?
1051) por haberss alslado del telido muasenlnr, mrbhidn se Ie COw
noece comno it-inownitol, dinmtosn 0 Fageomenita (Tohmar, 1057Y, Hise-
te 1928 Fautcot deseribid o1 significids nutritivo del compues-

-

to n)l aislarlo de hojan dde td e jdentificurio cor =7 factor Pios

-

I que promoviu el crecimiento de Al sunig levaduras, Como sAn mene
ciond anteriormente es un conpuento Augd dumeniy distriduldo en
1n nnturaleza; de hecho ve acepta gue Jo roseen bodnxn Tou cdlu-

Jam # menoa que we demucatre 10 contrurio; uno de dulon cnron es

re
.

a1 de 1a Fucherichia coli (Wooley, 1942), Bn ocdertin bhneterias

-

forma parte del polieacdrilo maninoaitos: (inderson, Tothrop y

Creighton, 1932), Tor otro Zadc 1Y o 1o osteneidn el dato de que

. ; - S yee . o, T I T A T SR
R T S e B T e N R NN o A S RS AR W SN LR S RSN ! Cde ten o1 dee de

4 BN
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1:\31 Vo;n(«f.’,'\{l vt pnendn ‘}o“ A Toves j'\'ﬂ*i},{ﬂz‘\ ‘/\‘....”‘{‘ 10 PR “n un I‘OT‘-

e 4,

]
cendnje monor ne epncuentra on o2l 3fguido contintdo en lne vesef=
culno serinnlen de prdcticarcnte Lolon Jun wamf{ feron,

Do 1nn plantan e hn aiajndo e enntiliaden jurortantes
como fitinn, unn nal de caleio oy omagnecio del doddo fltido que os
Al doter hexnfnnfédrico del inonitol; alsunon vesetalen como el
mate poseen cantidalen tan grandeds de Citina guae el inonitol se B
prepars dnduntrialmente del deido {{tico proventente dn tales

plantns,

Aungue no se ouean on dn inpdastreio se han deserito vi- ;
rion ndtodon quimicos pars i afutesis del dnositold, de particu-
lnr intords aseaddmiceen o wftolo on gue ne Torme o prartir de 1a
Necucosn y gue ki rervido pora corfirmnr 1a rosicidn en el espl-
cio de cuando menop trea de los nidroxilos prerentee én ¢l inoe
aitol (Tohmar, 1957). i
2,- Compuratos de interda Tiniold-ico, ;

21 inouitol en ~1 interior e lits odlulan ¢

tienen, adenun de encontrarie 1itvee, Foprma pirbe de otras n0ld-

culan de interds Cisnioldgicao nnure Ian que radenos vencionar 1as

-

piruiantes:

(4

Ton dateoren fonfdricos del jneaitol, Ya ose hn heeho

; ’ { v LA ~ F I - } PO
moneidn ol decide tftico pero adends exivten ésteres poentoy, tertag

e

tri, A1 y mono foaforiladon; ne ha alicielo gue ruedsn repranen-
tar producton inconplieton Je hidrdlinioa del deide Cftico datido

4 In aceidn de Inoenwien FiLann (o dereon, 1010 Sroysd ¥ Tuase )

1905) o bien prodonton A L‘!\(‘Ulf:i«”);ti(:ic‘:‘] rar o Precle el 2 Y-
vrneceidn el Acido (ftico, Gin esmtorge axiate eviiencin experie

rontnl de que, enanda menos Tos i e mana v 3t focTariiadon,

-

* 1 N LI . ! P B T )

Lictvierno un n tl-"l dedinr o conrn Vv Yoo s ) A SRR T & S TAR LR A 1o
' . ! - - R S A S B A P
S LTI R TEE R A l‘,“ﬂ-“l(‘tt?:‘ R AR L A AVE T N TR G N AT I [N S IR, LY vy



057). Convirne nelnrer que In favreaedidn det  dater Coufldrico en

-

In posicidn 1 pueda dar arigen nodon enntidmeros o1 0oy 0l T

(fi;tlfit 3); f"l I_ Pt\rl‘)r‘\[} AT o ‘l

¢1 man adbundante on

'?nn-)i-..ma. ¥ '_Hn,.f;ﬁn' 1(:}(.?)' N T i%ﬂr‘,‘.vf‘x'l(‘) ':)' 0 ©on | “amio 1110

“

gitol=t=Tonfnto e ol productoe el renceidn vnnindtica o pare-

tir de In Nesluronn-b=T (Fi-enbers, 1067)

L ;
b “ 3

Paafatli) dnonttol, ¢ Lrabn deounl o, Teuln dr doie

[N

da foarasfdico » Ju cundl re Je une 27 nmio innnilol ror medlio de

v
1
-

urd unidn dater a4l fonfato. e Acepii aune el inoaitol eota dnido

A traver de? Ridroxile del carvdérn 0oy qua dn conTionreoidn del

compuento formado en 1 wifo (ilanayan  Trockerboflf

e -
N ‘f ‘_311,) ) R DE
Te conniders como uno Jde o mivrhron de los lenaerirsdos fonfoe

1{piden o fonfoglicdridos v el

o

ato unolndo 20 ¢l s 88w
eillo de todr unn Tamilin o dGen jue ne hh-lzlukig cenfricamente
foufoinonftidon ¥ que represenian o
jntrizantes (fanahan ¥ Treakerhalff, 1065), aeta shorn el dindco
{neaitol reportade que forma parte do lon fontnlfiriles en el

{edmero mio (Annell y Huawthnorre, 1C64) ¥ por lo tanto al refe-

rirse u este tiro de moldeuisin no o especilica de que iadoere 2

-
>

tratn,
Sxioten J{pidos moan conpie on quf poyesn inowitol on

-

s noldenln y oo encvenlran an cartidaden relativaroerio ajtas en

=

o) udatena nerviono (Folch, 19595 Dawaon, it , eonrplon ae

2llaa nopr el 4i fosfoinonftide 3 »1 trifealeinoaftido, on gque n

i

1n entructura del foalfati il foosinal o 320 unern ow vrnioren £
tor un par e Soddon To:Méricon, uno o el Widroxilo del enrbo-
B G prerte e difanfoinonftido » Hon uno en o) cortono & )y etlro
o 0] hidreryilo del carbore & para of Led Confoinonftido {Tavaon,
‘yuﬁ) oo lounon microrszon,nmno i e Joneyi ho In yrwyunﬁim A

anoan el 0l Sceido “O:“w:'lltf«‘x‘il;‘,(\' i varton oo coientos ae
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eontn tipe ; In manocps: BWabite drente e une par o enrtdn anomd -

rico n lea hidroxilor 2 y/o 6 del inonital (¥*1310u y Iee, 1066),
A oanton compuepton pe len ha 1lnmndo manduidoas de fonthmtidil mio
igositol,
J.~ Aopecton metnbélicon del mio dnowuitol,

Las principsles vina o talélicne an gue pardicipa el
{nonitol quednn resunidadg en In figura 4, in dicha Cigzura sa han
{nelufdo lna rencciones ern que rarticipn ¢ute ciclohexnnohexol
fndintintamnte dnl organiome doende erijinalzeonte oo hoyo re~
portnda Ja preacncin de delersinolo pano e abédlico, por lo tanto
no en tadna lan edlulan gque pereen dnositol pueden dlewvirse & cl-
Lo tadns lus reacciones anotadus, Trpzefficamente 1 oxidncidn
del inovitol en lawr bactering no oo ke podide demostrnar en loo

mamffevon, y In convernidrn del inoritol en ajjunon dp sun deri-

~

-

x;:ui(\}rx metilandos parece sor priviadivo de luasrlantag,
Ne 1n Tisurs 4 ose.o ne conwe nter i Jus reacciones

mareainn eopr un mtmero, e reste e o reacclongs unobtadas

pueden censultarae e@n un texio de Lion var incliufdo

pura presentar un aspecto mas integral del meitzbolivmo interme~
dio del inonitel.
eaccidn:
1 Sfnteria dnl inositol-1-T a4 partir de Ju slucosi—bw

v, yYoso cutalizado por la D=zluconn=6-P ciclouldolnsa {(NADT de-
porviierlhw), ge oconnidern sl princiral eamire, =i no 21 inico,
s~ sy *

phrn 10 formwcidn del dnonitol rwroedinda con Cnpdnrel o de 3N

31(j3n?]0. Te hu dﬁlﬁﬂtwaﬂ clar e he }u ruppciég B 1OVILiuras

. . T Y T R SN ~ e
(Chen y Charalnmpoun, 10ve), tontfoulo de patn (Bieocrergz, 1907)
v @] hongo Neurosporn cornvs (Fifc g Tatar, 1067Y, 1 eatuiice de
-

aati renceidn en el obielo e Ja proventse e oin

2 Parpacidn Ao inaaitol Jibre o partir A0 Anodiiole
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) iROB LD ATP D-bormeeitol p-pinitol 7
ty)toelo- (1-0-mstil) X
ince ftidos alactinol \ L o o ¥cidos ucdnicos mstiladoa
\ e UDP~g AL ACLOSE 9 ino pentosas matiladas
WiLury ee= cnrtien, oL S sel LoonLios o wano# G GUL 1 300 Nt -
. ol .2
codio. Doa mdmeros en law reacclunes 9oL Lot UM feeniiric .cion
: - v + e i [ RYCTER DRPN O Y- S e 3 c 1 Ty
G GGG 2 s Lulhel oy 9 AR EEEREVLER R e, en Gl TuK L. i
cowpesLan antite prrans ARCTES U N e Lo UL TRV ag, ulad
. - , - LR . T e
Comtilado. Ziw ving meteeflicas Lrdinhand oo Yfpeos disoon-
“ T oem NS sy R LT
tintiong renresen Lad sl v Luloaltierite ol il o RLal WUe . L
g e v oerian Lonteresbordon o an Qeaeriiad o Ereoun T ai
maLanalitons ano oD,




o T Wy o e .
1=P, 50 hace con una fonfataonn qua requiere Vo757 v oque nn wido

parcinirente carnctorianda (Chen Sharnlnmpoun, 1066} dancie
trando unn mayor afinidad jarne el ranitol fonforilalo qur pAe
rn otron azdenren foaCoriladon,

3 Formncidn de dnonitel fonfaito a partir de inositol
libre, Hoffrann=Coatenhof, Jurjwirth y Dawid (1050) demostraron
gque eata renceidn oo punde renlizar con hexocinnen comercial
purificnda siendo el donndoer de foufnton y de energfa el ATFE,

Ko we hit caracterizndo el producto de Ju rianceidn, ui 2o D o T
{nonitol, ni 2l snitio donie ottt Jeenlteado ) foanlfnto,

$ Pormacidn ae inositol difenforilade o rertir del
monofanforilado, Hoti renceidn Junis con du apterior pusden cone-
pilderarase ebtapan previas indivpensabies port 1a ufntesis 403 dele
do f{tico; no ae han ajislado dertre 4o an ennino de sintesis de-

rivador del mio inositol con man sl dow foataton en su moldculn,
y ne hn postulndo que para 14 rersmecidn ded hexnfosfuto de mlo
jnositol, el compuesto ditentoriisio ae ane @ alounn otra moldw
cula, posibdlemente un nuclediido y nsi combinado sl jus aceptando
man Toufutosn (:\a:ldn, Tantka Y Fauani
5 3fnteais de foxlntidil inoaitol a partir Jde inosi-
tol y un CDP A2l icdrido, T renccidn ha sido revipnd.o con detla-
1le por Yennedy (1661) y adema de Tormny Lute corruesto de Srim
importancin figioldzicn e o1 pHao previo parn 1a formacién de
difonfoinosftidos ¥y trifoufoinositidos {(Holdline 1G6%) Aanl o=
mo de mandnidon de Fonfabidil inoanitol (Bdlouw y Ine, 1066
6 Tormicidn de inoaitol A partir e 1o 3 Ainonesn

TR AT ol acceidn Y‘o-l\r’w:mrxf.n urooeaming Yotoeprad o en o nenronrar R R

€
-

pora 1o nefrtonin  de dnositeld { iy vy Mohar, 1G57) 1 impor-
e ¢ . - i ; PN
Laneia 1'\1"10](,)\_:1(‘11 e Gnte oo ap1no e JTadoo e wisba do 1 v

popte dmpoaibilidad de Taoedluln pars Fovrrm:r Ja 4 InGLEH,




7 ¥an gue ana resceidn enmimdticn reprosenta uno de

] " . » . kY
low poniblaes papeles Tinjoldgicon que we Je nan noignuio 2l ino-

sitol y que woe revinardn con delalle noaw alelnnte,

~ -y - - 4 -y X X
P Tormncidn del deido D-zlucurdnico o pnrtir del ino=-

gitel, ®o el principal carine e decradnetdn del min inositol en
animalens y rlantan, Charadrmpoun {+750) deaneribid y enranterind

1n annimn prevente en el vindn de Tn oratay mao bovde oo dnmoatrd

aue on doao ram{feros ei tojido o e 0l dinieo copar dd entfe

'y -
i

Bolizar y convertir el dnositel n GG (Hownrmi ¥ Aﬁﬁvr“wn, 1967).
L miteme roacesdn en Jaw plantan hnoeido oxtennivanente eatulin-
diopor Toswut ¥ nu grapo que
do extraordinarin dmportancia ern el reine veoaind, “Hywcjulw;nte
dJurante clertas etapog de 1oV Pda Jhe Tan panntnn, Soeoalan o e
nlmiedn de carbohidraton en nigun.s gnmillnn watn representaldo

por el Acido cf{lico y que por medio del deido glucurdnico #oovan

4 formar varios compianton i irportancia rara la vida dw i3

pluntag, entre otros, 1o poeting 1 hemlef s, varian

-
1
-

2 Logns,

-

el dcido ancédrbico, derivaion wotitina  ie? inositol como el

dookn

nequoyid bol, mercado cou 1« reaceidn 16, ¥y el D-liornentitol, rmr-

cndo con la renceidn 7, F o rartir Q- gllon Gerivadon metiiodos
de lon dcidos urdricos y derivelas cetal o das e T rentoois
v o p - - e -, . . el A g
IOQW\)F}, 'Q]])f N ;:t}\lat?]a’., TQF'?; DO x‘;éz,; Ty ‘.QU",-; “olierta
" . T hd . PRI
shih y Toewus, 1066 y Toewus, 1 GGQY) .
q rormacidn de dateres Jel inoaitol cop nd fcido indol

3 acdtico, Degpuea de aas ;‘;r‘ub"li(;;\ aclirte ¢ Lo

Fandurnky yoau Jruapo, hire peportinlo el aislnniento, o partir de
edinlvs vegeladen e viarion dateren aue poneen Lo 1 deido
{1101 3 nedtico ool 21 dnoaitol (Meodluresy, Peda vy Tichella,
1969) .

- e P - R I
AN T e A L T Tl Y iranomt o BT LT oava inneiticd
1
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(A fata inocopn ne 3o cornece tarhidn coro mio, mroo o ajlo ino-
domi ), A peaar de qae 1a renccidr vo veraidle al equilitrio nA=-
td deapinside Tuerteper te o 3 dercchn (:narnar, Jrokoon, Sraves
y gtamer, 159%6) origindrione Tu inocoan o nburelaate o jnportane
to denlds 0l punto de vinta Jiniedd

100 yome tatolito 1o

v
+
-

par varias ving metalb&liccn nnetaing en el eonquend, Tn renceidn

pe A damoatrado en plantas saprervioren y o amfforan {Ioaternal,

Shopfer, Faalmann=ltootnch y Hiwardg, 1G63) y en Loroboeaster GEro- K
~opng {(Parnan y Moagnennik, 10665,
11 Pormncidn de 1w mio dnounoamine oo partir de In 2 - '

fnocoui, =1 products finad e dota vin retddlicn en 1n egtrel-
Lidina una poreidn de Jo noddoulia de gotreptonteinn, Yaker ¥
Wilker har readizndo exbensive tratvajo gonre dnte narecto (
1967 a1, 1967 b y 1069},

12 Pormicidn e 7,3 diepato & deoxi pri-inositel o
partiv de 10 2 inonosa,

iapte vane metnbhdTico dde Ioodegrn-

daeidn lel mio inoaitol en Jopobrstor semi oten {(Fermnn ¥y Vallne

- —

aanik, 1906) orgnaniams que Aurante cachos wios se oasd cldsicn-

monte arn Yo oxidacidn entercoeaypefficwn y por ende 1o ddentifie

-

cineidn e variows inositoeles (WMisasnnik, Pronel oy Chorge L, 1052),
13 Pormeaidn del gilo inowirel s partir de 1 2 ino-
gonn, Renccidn dencritu en plantaa soperciores e f feros
Poaternak, sSchopfer, vaurmann=Raoe Such vy Bdwards, 18033, ITnrece
que en ajgunns pluntan eq distint: 1n &xidorreduciasn que el

Jima Enta reaccidn o Jioogue interviers en 1a forwncidun del wio

saprn=natenhof

o

™y

..
v

: 3 H . . 4
inonitol o partiv del minmo suslralo i
14, 15 y 16 Reaccionss postuladnn y parcindente @8-

tulindas por Holfmann=Oute nhet (1006 v VGG

—~
-
-

n ”
-

vovor Yinil (1769)

e nlant o vurerioren, Tl g e deere Yoo tory oy dn e deri-

. § 2 . LI
e Y o P11 Y Y ora RIS Yoo ino: ]YH;";‘ [ES AT AR RIS S L ‘i]-"‘t‘,‘!:‘n pa ! RN
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» b 20 - P L - . . “
17 Porsanién de uno o Yon derivalon e Lilanion ¢33 mio

“rmrd 2 » £y~ PR ) ' ) . . ,
Inonivol extrnf{nie Ao Jiantan paparjarea, Y oresceidn wa oaido
SN Eu . - L f ) . . ;
pontuinan por loewun (1865) roarn la Tormaeidn jonteriecr de dnrie

viied metilnlon de deiden ardnicen y o pentoesns para Joa Sines
comentaien on In reaccidn & e reineidn con el 1w Lalind inmo en '
clertan sinntan,

1% Formncidn de galactinel, eataguioun y verbansosa
nornrtir del mio dnositol y UNE salaoetomn, fencciones ealudiadas
parcialsente por Tanner (1660) qus nbrern un nuevo onampo de estue
dio del setabeliomo del mio inowitoel,

16 Poroneddn de ATF o 3TV a partir de ADP o GLP ¥
Acido fftico, Son reaccicnen en que 5o participn ol inositol coe
noe tol oipo uno de vus deriviaos, oin enbinrco eo ineluyen sor la
importancia peolencial que tienen, MNorion y Bairon (1963) deseri-
bievon 1a formacidn del AT o purtir do A0 » deide fltico en
eldatidan del endosperme de $rizo vy Tiswng y Biuwna (108%) la

formneidn de GTP u partir de 5097 » deido fftico en pluntas de
frijol en serminacidn,
4.~ Aspecton fisioldsicosn del wmio inonitol,

Una vew anotaden lus v metabdlicas gue 1levan o I
formicidn del fnonitol ¢ de loo compuentos en gue dote forrm pore
te v comentnrdl brevemente el parel fisioldrico del inositol ¥y
de 1aa moldculns que lo contienen, S¢ revisard:

T eldminacidn del inouwitol por la orina,

w1 papel del inonitol como taclor de crecimiento en
alounon mierors ninwos,

[P

F1 papel del inonitol como vibtiminu y agente Jiro-

trdnico en Tow rabunden,

™

. . PR
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[N
-

B papel del inasitol en 1o vbili

o

[N

vonueleduaidon,
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ar. In contraccidn

1drulna,
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‘
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L I -
palmente con ln Clouconuria
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Ve
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pletnmente diferente (I,
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eroun 70 7 por la preserncin

Papel o -1 nio in
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Jegular nl gque intercviene,

co un fretor promohor del

gar smon afines, Schopfer
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Aol dnonitol en el Lranciorbe e e
v E 1
Autar, en o traaaednbdn rervioon,

en la eotnabillizneidn

da MUCTIromOe

inanitot por 1noorina, S0 oconoery 0=

T deale 1968 (Yenl}, s Azoeda nor-

qun rresentan 1os enfernon dist dticos

- N oy b b B Al
Y i ooataba T anr b

tivmpo
tnobidn oboervada on 1

{palmente oo ha demcatrado (Danghalay,

on @l aumrnto de glncons

circulnnie

nivel ronnl

antre ino=thol

-
e

T e

roaboorbidos;

T atlraron

Tyt i
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-

- N A
Ve anr Lol

G tueos . o el rnedio de cultivo,

r
-
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mo ngente lipotrdpico (fnvin y Vellenry, 1943} en
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p . : « T . ot . :
Papel del lroniltol en In uiidimeldn de nrminedeidos ¥y

. N . - 3 N . .
nucledsidon, Charnlampoun y -w srapo hon realizado una seris e

(A

v

rublicraciones wnatre Ta n funcioren del dnoeitol ewmplesndo como

~

modelo exporizental edlulan ¥R ocon drcapreidad de sintetlenr
irositol en lna que entuling Ing adterncionea metabdiicns aue A-
roarecen en dichan cdlulan o) saprimir el inonsitol del medio de

cultiva, ¥r resumen san conciun

oren aon Joag aixnientear las ode
Tudan defictenten de inesailol no inecorporan w nne veloceldsd nor-
ral In ndenonina ¥ 3o susnecing del medio op oous fdeidon mmleie

con: e afecta mea ¢ melabolionmo e 1o sunanoasinn oonusgkio uns
¥ : ]

dirmirueidn en o1 nive) do petiviier de 2n 30T pivelouforiluas
. ~ N .w, DO -
(Touirzosnd, Temlach 5 Charadampous, 18660 iy ennoroen #¥L0nNe

given en 3 conronieidn envirdtion do lag odlinlon delicienios on

"
*
Y

ipoaitol (Tembneh y Charnlangoun, 1966)

3itol en lou oflelas altaere In concerntracidn de Jos gridiontes

normnlen de slicinn y werinn oo travesn

o

T

\ wi ] oy - s Yy T3
{(Torvaweh y Choarnlappous, 10687 u), Finalmente dicen gue dd Ao fim
LY N -

3 y e R . e ayea Y . A
ciencin del irositol BLloguen o3 © 10w Neonhln 0d sngnules 42

Y
(]
4
()
o
e
-
*

v
L

: ’

. ; . Cfvam
14 utilizancidn y acumulacidn de twinodeidosn por Iam ofluins,

(ILembach ¥y Charalampoun, 1067 by, Sn dute nrtfcule sugleren que
yosiblemente In formi ecoro ¢l jnonitol participe wei como vou-
fatidil inO..‘J'i tol, formando parte de 1w Fonbran oelular y o tal
ver como rorcidn Integral de o oun Uoaonprenlar', Aleman hneen unud
anpie de conulderaciones sobre In ronstldlideet A nue 1 deficien—~
cin de inositol dmpidn I afntenia de endaces de aY L oenersia
ann como conavcunnein nlterarfon Ia aecurnlscidn y ntilizacidn
de aminodeidon,

Fouille papel del inouitel en otran funcinnen celu=-

Jaren,

} \ * ’ L L ! oa Y, Ty s o
En 1a wsecrecidn olamtular, Howin (1967) haodenosirt-
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do un narento en n) recambie de fosfatidil inoaditol an una varie-

s

~

dn de Cidndulae exderinnn y endderinnn cunnda oy liverncidn, por
eatimilacidn hormenanl, de Jon preducton de woerncidn almiceniilos
por lea Zldrdulan, Htidizanle cormo modelo 1a necrecién pancred-
ticn date nutor pontula (iHowrin, 1068} gque el nunento del recam-
bio del fonfatidil inonito) en el pdncrean enta relacionndo con

1a trannlocucidn de 1a cacrecidn protoiecn a travew de Ja menbrf-

nn, Fontuln wei miamo, que porte de lnogrermbrana pierde o8 jocne

- i

livneidn durante el proceao de aalidn de protefnan y que el Tos-

+

.

Atid9) inositol vuelve a reensapblar lan porcionen Jeslocaliznn-

dr!:).
Bn ln estnbilisnseddn b pacremoldéculna, Yebb (19560)

na desnrrollado Ia hipdteais de que ln muerte de edlulian nicro-

bZinnas bujo determinadas coniicionen expurizentnles {leupcacidn)

eu e} reaultalo sie alzun cusbio Sfeieco en ol cuni muercnoidceula

earneinl debido o 1a elirinneidn de aoun Munida” oo cicenhn nold-
~d

enliv, Sxperipsntniren

i

ooy derantreado aue ol inowitoel) es el mug

aliciente eatabiliznier contra 2o Jeatraceids celular por leawoie

¢1dn y ave cuando el inowitol catatilizh Tns cdlalce bactesianas

T \’H'\j.Cfl {"\)“Cjén Proene AACETTE RN E I BERREY Bapilidad sars ainLetianr DAL

-

tefnas (Webb, 1961 y 1063), Postoviorsants aug rid o que el Inosi-

4

tol ao une de alouna maners ol S04 pareialin

<

onts lo contirmd
0l encontrar gque el inonibtol montiene YT dinfectividal del virus
del burcoms de Rous (un virus de AnA) cuinio dicho virus 6e S0-
o te o 1n desecncidn (Febb, Tather Holoen, 1063). Jupone quo
el inonitol entabiliza Tan coerecrnddoulag ol ocupar, los nilrowi-
lon del inonitol, Jow pibion oculruios ror el Ay g VR aienio
oYialnoo i por 1w Jdeneceidn (':'t_"«“,'w. COrPie Ry Yorrioon 1"’:»’,), 108
"X"nr!‘ilm‘,l;l.o'.\ N; reanltados de Mell son dngerniosos oy wroexebivons oln
N

onbng, o, o8 A1 €fei) evidunr Yoo dmport el Je Yoo mioamdsoen O

- S N
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delones ming finfolécicar, donle no exioin drancneidn,
¥n In contrneeidn mitocendrinl, Heolentemnnte no ha
puasto particular atencidn al papel degompeiinlp por nlsunny 1{-

pidos en 1a contraccidn ritccondrinl dndueida por ATT (Vignidy

f

¢ Vigrnin, 1066), Yiteconiriian frescnn de hfpulo e raba colo-

eadan on un medio ndercanio nufren un Minchamiento por Ia o

—

icidn

de determirndam sustareina como 1o tiroxins el enleio y low foa-

1

faton; 0l ATY? afindido posteriornonte ocaajonnt und contraceidn de

-

Ta mitocomirin hinchada, Las itocondring enve jocidas por viarios

Afaa, en frfo en sojuridn tnotdnicn de sacurean, son cnpacsy de

e

. . g P TR . wye PP 1 A Ve T
hingharoe poro no e coabtrnen por o adieddn an aty, LA

conhriiC-

otdn en roeataurada con Helan eantilales de fonfatidil tnoni-

AT { P T “
tal ("J),_-;nrliu, V}Snl\iﬂ N 1 i.;‘."xt:.,;_;i“'l, 1004

B Y tranamicide nervicen, Do i demosiry 1oy QTG (AN lea

TR IR

Caae g . S
to del recambio de foofitidil ireaitol en iejidos sindpticos ea-
. s v v . .. . : - a~ M o pEe e e ) -% - 3 N
timulados por amcetil colins fiokin, $O69), Ademas Jn deetil od-
: : - oo PR R . o EY L AR B
Tina entimula siznificativessnta o hidrdlisia de fonlolipiins

con inositol (Murell y Snrlantd, 1000, Tor ohbrva purue ae nn ine

v

: : - PRI A e e b - . .- o
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santo sde fuaidén de 207°C aiendo 232 reportalo
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de 200-210°0), In 2 dnowvona y In SIu2080MNL 82 ugaron Fasforila-
ann en algunon experinentos; Jols y ceols, (1057) y Holfminn-

Cutenhof y colu, (1988} hu lerontrada que 31 hexocinasn de le-

vadurs: en un medio adecundo paele fonforilar a Ya rlucosenn y sl

inonit

o

1 reunpectivamente; caidate anteced-nge se incubaron in
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ya formando parte de 1n moldcula de gluconu=6=P, ~2n ln velocidnd
de 1a rraccidn de 1u gluconn-6-P deshldrogennon (fi-urn 5). Rose®
{1961) hn demostruio unin reduccidn en In velocidnd de 1n reaccidn
de la slucesi-6-Tonfato deashidrogenani cuando ue incut.y con lu-~
comi=6-" deutsradn en wes de un 97 4 en el carbono 1; sus resule
tudon son prdcticamente iguies a lon ilustradoo en i tfigurs 5,
¥y por anniog{a, nesotros poademos suponer que nuentro compuesto
preparado en el latoratorio tiene un porcentnje similar del iad~
topo locniizndo precisamente an ol carbdn anomérico,

Ia dextross comercinl oo recristalizd en ngui pura la
sbtencidén do a1fu luconn y en piridina pars Lo obhtencidn de beta
glucosn, Parn la comprobacidn do il confizuracidn de dston nzicia-
res btambien oe ecgplearon mfétcdon erziriticoa indirectosn, Salas,

Vafivels y Sols 1065) han demontrado pue Qo Rexccinnsa poaes unAa
5 3

dependenciu absoluta por el tadmera rtetar los datos incluiios en

la Cigura 6 son iddnticos n los reporiador npor ds5t0a atores ¥

confirmsn la eésperadn confijuracidn de lou curbohidraios ¢ristie-

1izndos., Dos de los lotes de Toulntasas dexlina usidow en el rre-

sente trabajo {ueron preparalos o parsir de 3, coli por el ndto-

do de Guren y levinthal (16960), Ia incaitel oxigenasu Je pu

e

¢d y ensayd de ncuerdo con 1a téerica descritu por Charaluampous

.

(1958), Taus cepnu ailveatres de Nenronvoru cransi usadan fueron

1a RI. 21a y 1a RDL 3=0A y Jas mutantes inositol
JH 2626A, JH 41034, 463160, 64007 Yy SGHGTA, Eotic dltima nuian-
t? e utilisd pravt In determineeidn Wioldiea sdel inositel. Hn
algunos experimenton renlivadon con lon piriiin nucledtidosn e

ned 1a mubante morfolésicn "eolonind -2" parciddrente cracterizn-

da por Hroay y Tatum (1966),
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la enzizsa, la cantidud de inositol encontrada en ¢)l blanco pe reg-

té de la detectada en e) tubo exjerimental. El producto final de

la glucociclonldolasa eo ¢l inogitol fosfato; en los

; en homosenados
erudos y en lup preparcucioncy poco purificadas laog fosfatasug
contaminantes de la glucociclewiaolana hidrolizan el ¢oter fos-
f8rico del inositol dundo como producto final el ciclohexanohexol
1ibre. A medida que la purificacid:n de la ensinn aumsnta ge Van
eliminando lao fosfutapap y aparece cowo producto final real el
inoositol fosfato, que paru su cuuntificac Lén posterior eo hldro-

l1izado con fosfutuon alcalina inespecifica de E. celi preparada

por el mdtodo de Garen y Levinthal (1960) u obtenida comorcial-
nente.,

Fara la cuantificancién del inositol so siguieron dos
técnicas diferentes jue dieron resultados compurablen con dife
rencius menores del 10 %. EI yprocedimiento muo comunmente usado
fus el ensayo bioldgico de acuerdo con la técnica de Deadle
(1944). El otro procedimients fue con el empleo de radioisbtopos.
Se doterminéd el inositol radionclivod forzado a partir de glucosa=-
6-F uniformepunte marcuadia con ¢Cartono 14 la mezela de incuracidn
contenfa glucovu-6-F uniformenonte rurceda y el inositel radiozc-
tivo termado se valord con los siguiantes lineanientos: cdespues
do la ¢liminucién de proteinas tal como s€ indicé al finulizar
la incubucién con la enzima ¢l sobrencdante conteniendo el ino-
gitol se puod a traves de ouna colunmnu de Dowex 1 y otra de DoweX
50 para climinar loo ioncu pruscntes; el mabtorial eluido con a-
gua oe concuentrd an un rotavupor y uu cmplearon nlicuctag, vante
para ¢l oensiyo bioldbgico sehulado como paru cromatogranag vn 2

sistomus (fenol-agua £0:20 v/v y ctanol-piridina-ujud T70:15:15

-

\ R - —~ ~ - y 3 . o . -
v/v) en 1o quo o¢ identif céd o1 drea del inositel, o rocertd

y se midid su radioactividad en un aparato de centelleo liguidoe
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cunntificadn con @l renctivo de Biuret (Sornal, Bardawil y David,

19049) ¥ jor ol mAtodo de lowry, Rouclroush, ™irr y Hundnll (1951)

-1

(79

A, -

el fonfuto por ¢l mdtodu de Sunmner (1044); el lnctato por el

todo de lichorat (1656Y% a}); el :iruvato per e)

mitodo de Rilaher,
Cwok, Tamprecht y Tatueko (1465); la zlucosn por el mdtodo des-
erite por Blein {(1965); 1a sluconi=6-F por el mitodo descrito por
Hohorat (1965 b) y lon piridin nucledtidos (Nad', RADET, NADH y
WADPH) por Jon mftodaos deacriton por Flingenberg (1965),

s obtencidn de Traccionen subeolulnres ne realizd a

partir 4o omicelio joven de leurcnrora (24 horas de corocimiento

can aereacidn vigerosad homogenizade en un homogeniwuior de tipo

y

Yotter-Flvehiem o en un Ultra Turrax )y mane hndo de acuerdo con el
] - .

esquemn de In figurd 10, Lus distintas {raccicnes sutcelulares se
han rotilado entre comillias en el eagueri 10 1Or no encontirdrse
en estando puro, especinimente 1ln raccidn denominad.nucleon”
aplo poaee uni pejuelin prorporceisn cis loa minmou; las {racciones
restunten, aunque parcialmente contnminadias, reaiments reprresen-
tan lun fracciones subeelulirss con que se lesa ha rouunlado., Para

ta

inveatiznr la presencia de nicleos se nicieron detrrminaciones de

Lot L

DNA (Webb y Tevy 1655) ai1sludo por Ia téenica de Sohneid

da

*

12

er (1945

L

.
]

para mitocondrius se determand 1. dsuhidrogenasu succinica con
metusulfato de fenazina (King, 1967) ¥ 1a RADH oxidaaw (Tuckler,
16677); purs microsomns la aril sullutasa (Wetrzenverz vy Paraon,
1066) y 1w zlucosa-6-foulitusa (Harrer, 1965) y purs =1 wsobre-
andnnte se valord la ncbtividoad de 1o glucosa=6-P deshidrogenasa

(16hr y Wuller, 1965).
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.- Unu o varios enzinas,

Dende el punto de vista yufmico la conversién de la
gluccsa~6-~F en inositol-1-P con dependencia absoluta de FADY ime
plica cuando menos treas rescciones sucoaivas:

Glucosa~6-¥ + KADY -~ - - glucoas-6-F oxidodu + NADH

slucosu-6-P oxidade - : - inozitol-i-P oxidado

inocsitol-1-2 oxidudo + HADH ~dnositol-t-T + N

Suma: glucosa-6-P + KAD®  -inositol-i~P + NaD'

El estudio de las reeciones arotadus on ¢l esquena
fud enfocado desde varios puntos de vista pars investigar, si en-
sindticamente, la sintecis del inesitcl-1-P se lleva & cabo de
una paners similar, por medio de tres enzimas, que catalizaran

cada uno de los pasos propuestos o por medio de una sola enzima

capaz de catalizar Integramente la reaccién. De ser cierta le pri-|

mera posibilidad se pensé que les mutantes de N, crassa incapaces

de sintetizur inositol conservaran ulguno (s) de los pasos enzi-
mdticos y ayudaran al esclarecimiento del problema,
Despues de haber derostrado que la cepa silvestre de

K. cragsa convierte la glucosa-6-P en inositol-1-P en presencia

de NADY, se incubaron homogsonados de la mutante inositol™ £8601
con glucosa-6-7 y NAD+, los probables productos de la reaccién
gse incubaron entonces con homogensdos de la cepa silvestre adil-
cionados de NADH; en ningun caso se obtuvo sintesis de inositol,
Una poeibilidnd para explicar los resultados negativos seris, que

25
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la mutante carcciera de la primera enzima del supuesto cumino Lce-
tavdélico.

Pa_ra averiguar dichn posibilidud so tomaron otra_s
mutanies inoeitol” y en luguar do cnouyarlas directumente para la
formacidén de ulguno de los intermediarios, tal como se realiuzd
en el caso descrito, se orientdé la invertigacién haciz la forma-
cién de heterokarionos, Se siguieron las tdécnicas anotades en la
peccidn de materiul y mdtodos y se ensayaron todas lus posibdbles
combinacionen con las siguientes mutantes auxdétrofas para el iﬁo—
sitol: JH 26264, JH 431034, 374C1A, 46316, 46802a, 640014 y
866C1A. Estas mutantes difieren de lu cepa silvertre por muta-
cidén de un simple gene (Patridge y Giles, 1953). En casoc de que
se¢ formara un heterokarion y creciera en un medio sin inositol,
sugeriria inmediatamente, gque eran varias las enziazs involucra-
das en lu biosintesis del inositol, Una de las mutantaes formando
el heterokarion tendria como de_Ie¢cto primario, lo sintesis de
una de lagsenzimas gue podria ser formada por la otra oswtante, la
cual & su vez, carecerfia de otra de las enzimas responsables de
la formacidén del inositol, Sin exdbargo en ninguin caso fud posi-
ble obtener la formacidn de heterokariones gue crecieran en au-
sencia del inositol. No es posible, con dichos resultados, des-
cartar definitivumente la posibilidad de que tcdus las mutantes
usadas tengan como defecto una alteracidn en la sintesis de la
primera enzima del sistema, sin emburgo, parece altumente impro-
bable que asi suceda; es muso 1lézico concluir que es una sole la
enzima involucrada cn lu totalidad dol proceoso. Los dutos uvobdbre
lu purificacidn de lu enuima upoyun duta conclusidn, yu que al
irse purificando la enzimn no haey un puso en el gue ¢ pierda

rugcamentie su actvividad y ¢l encayo sistemdtico de lun diustin-

tas fracciones inactivag combinaudas con la activa nunca aulcne



27
taron la actividad de 1la enzima,

2.- Purificacién de lu glucocicloaldolnsa.

Cusndo la enzima ge purificd de acuerdo con el esquema
anotado en la figura 5 de le seccidn de material y mftodos, se
obtuvieron loe resultudos resumidos en 1o tabla 1, Hasta la frace
cidén III se observa que ¢l mdtodo de purificacién c¢s ovencille, 1la
pérdids de lu enzima es pequefin y 1n purificacién uceptable. Al
continuar la purificacidén se incluyd un paso con una columna de
DEAZ celulosa, Los detalles del cmpleo de la columna gquedan ano;
tgdos al ple de la figura 11 en la que se ho inclufdo el perfil
de elucidn de 1ln peseln deproteinas introducidus w 1a columna,
aungue ol uso de lu columne permite una purificacidn importante
de la cnzima, presenta el grave inconveneiente de disminuir note-
blemente el rendimiento, razén por la cual no se ha continuvado u-
sando,

Con ¢l esquema d¢ trabuajo rosunido en la figura 9 es

posible obtener purificaciocnes de la enzima cozparables & les des-

critus con iwu coluuna de DzZAZ celulosa, pero sin el empleo, de la
columna y con un rendimiento mucne mayor, zZn la tabla 2 se inclu-
yen logs resultndos tipicoes de un experimento. Es convenients hae
cer notar gue a medida gue la enzimu se purifica aumenta su inese-
tabilidad y la purificacién posierior se Qe dificultada por la
pérdida graduul de tal actividad, Se ensayaron varias sustancias
con la idea de mantener la estubilidad de la enzima: glucosu,
glucosa-H->, NAD+, DNA, RNA, alovdmina, glicerol, protamina, ino-
aitol, mercapto etanol, ditiotreitol y EDTA, Ninguna mostrd un
definido efecto protector s3obre la enzima, E1 hecho de que la re-
cuperacién de la enzimu sea mayor del 100 % 3e ha interpretado

- -

nes crudan 1w slucocicloaldolusa compil-

'

0
]

coms gque en lpa fracci

o]

te desventujosamunte con otras enzimas para la utitliszacidn del




ACTIVIDAD DE GLUCOCICLOALDOLASA DE LAS DISTINTAS FRACCICHES CGBTINIDAS

DE ACUERDO CCN EL ESQUENMA DE PURIPICACION DE LA PIGURA 8,
Praccién Actividad tetividad Recuperacidn Purificacidn
especifica” total ## en %
I Sobrenadznte crudo 3.3 944 100 1 x
II Precipitado entre
50 y 66 % de sa-
turacidén con sul-
fato de aronio, 6.6 298 32 2 x
JII Sulfato de pro-
tamina y 28 pre-
cipitacién con
sulfato de amonio 222 870 92 67 x
IV Ceoluinn de DEAE
celulosn 11395 52 5.5 360 x
# En murmolas de inositol ;orrzdo/xr.U 2 proteina/hora,
#£# En FquIQQ de inositol/total de 1ln fraccidn/hoty,
1a reaccién s¢ llevé, & cabe con lu mezela de incube icibn n las con-
dicionee sefizladns en la seccidn de =nterinl y métodos; & 1f mezcla de
incubneién eo le ahiadid 1 uc de glucosu-6-P uniforcermente parcada, z
inositol raficzctivo formado se cuantificd tal como se indice en la

seccién dc materiel y métodos; en las fracciones IIT y IV el produc—
to final fuf IWOJItOl 1-P que se traté con foesfatasa alcalina antes
de cuantificuarlo,
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Figursn 11.~- Perfii de elucidn de iu glucocicloaldelnuu en

columna de DZAY celulosu. Se usd una colurmng de 1.% ¢m. de
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TARLA &
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ACTiIVIDAD DE GLUCOCICLOALDOLASA DE LAS DISTINTAS PRACCICHIS O TENIDAS DE ACUZRDO CCH EL ES-
QUENA D= FURIFICACION DE LA FIGURA 9.

Volumen Prot Inmozitol Act. Esp. Recuperacién Purificacién.

Pracsién
(en ml)} mg/ml wg/ml/hr ug inos/rg en
prot./hr
I Praccién cruda 373 14 24 1.7 100 1 x
I Precipitado entre
50 y 66 § de sa-
turacién con sul- =
fato de azonio 53 32.5 295 9,2 174 5.3 x.
JII Sobrznzd, de pre-
cipitecién a pH
5.5 48 7.75 353 45.4 18¢ 26.4 x
Iv 2° precipituzdo con
sulfato de amonio 6.1 4,0 2500 625.0 170 364 x

1a ectividxd enzimdtica se ensayé en las condiciones experimentales enotadas en la seccidn
de material y métodos. El ijnositol se valord biclégicamente. El producto de las fracclones
111 y IV se traté con fosfatasa alealina antes de proceder a cuantificarlo,
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sustralo y la coonzima, ambos utilizubles fdcilemnte por otros
siotemas de la maquinario metabdélica; al ir quitando, durunte el
proceso de la purificaciéda, las cnzizmas que utilizan sustrato N
coenzimi la giucociciouldolusa trabaja con mayor eficioncia y
au actividad aparente es mayor.

Se ha inclufdo una stapa pusterios de purificacién
con el uso del gel de acrilamida (figuri. 12). La tecrologfa no
¢3 muy complicads, la purificacién es excelents la recuperacién
aceptadble pero por factores todavia no conbrolados la reproduci-
bilidad del método es muy pobre., En caso de que sea posible hacer
reproducible el método se estard muy cerca de tener la enzima alw
tarente purificada y solo con pejuefio porcentaje de contaminacio-
nes,
3.- Datos cindticos de la reuccién enzimdtica,

La glucocicloaldolasa de N. crasaa presenta ua pH épe-

timo de 7.7 con diferentes sitemas buffer ensayades come Tris,
foafatos, histidina, trietvtanolumina y glicina, El buffer de fos-
fatos no se utilizd por su papel inhibidor de la actividad enzimi.
tica; rutinariamente se usé el Tris por que con €1 la enzirca ROSe-
tré una mayor actividad, No se estudid con detalle si el Tris
produce unu activiacidén de la cnzima, E1 pH 6ptimo para lu glu-
cociclonldolusa de levadura es de 7.7 (Chen y Charalampous, 1966)
y para la enzima aislada de testfculo de rata es de 7.4 (Eisen-
berg, 1967).

Usando la enzima purificada hasta la fraccidn IV, de
acuerdo con el esquema de la figura 9, la formaucidén de inositol-
1-P es linear con el tiompo por lo menos durante 4 horas, Losie
hecho ousiere que la afi nidad de ia glucocicloaldoelavi por el

producto de la reaccidén es baju, yu qus el producic no inhibe
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Figura 12.- Croumutograffn de lu glucocicloauldolusu en el
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fdcilmente la reaccién enzimitica,

Chen y Charalampous (1964) describieron una activacién
de la glucocicloaldolasa de lovadura por los iones NH4+, el X* es
menos activo y el Na* no deseapeda ningdn papel como activador,
Con ls enzima aislada de N. crassa el NH4+ eotimula 4 veces su
actividad (tabla 3) y no puede sor osuastituido por algunas aminas
metiladas; el Na® y el X* a concentraciones hasta de 9 x 1072 M
y a. ¥n*" hasta 5 x 1073 ¥ no tuviero efecto, a dosta Wltima cone
centracidén el Mg'" mostré uno activacién del 30 %,

En la figura 13 aparecen los resultados obvtenidos al
buscar la cnergia de uctivacidn del sistema enzimdtico; un valor
do 14,000 calorias x mol™ ! me calculd al graficar el logaritmo de
la velocidad inicial contra el reci;roco de la temperatura &bso-
luta, El valor obtenido esta dentro del rango encontrado por o=-
tros investigaderes para diferentes Bftemas enzindticos,

Los resultados del estudio de la influencis de la cone-
centracidén del sustrato en la velocidad de la enzima se consigaan
en la figura 14, Se nota que la enzima se comporta de acuerdo ccn
la cindtica cldsica de lichaelis y no parece estar formeda por
subunidades ni sujeta a una modulacidn alostérica. A una concen-
tracidn fija de coenzima , de 1 mM, la constante de Nicheelis a-
parente para el sustrato, la glucosa<b-P, dié un valor de 1.9 mM,
seme jente al valor de 1.5. nmM reportado para la enzima de leva-
dura (Chen y Charalampous, 1966), la velocidad 4éptima experimen-
tal se obtienen con concentracionesa de glucosa-6-F de 10 mX,

Hasta el momento presente el Unico sustrute que'se ha
encontrado para la glucocicloaldolasa es lu glucosa-6-F, A con-
centracionss do 10 mM los dsteros foufdéricos en pogsicidn 6 de la

fructosa, galactosa, manosa y dcido giuednico no ©on CONVETvidos




TABLA 3

INPLUENCIA DE LOS IORES NH4* Y ALCUNAS ANINAS SUBSTITUIDAS SO-
BRE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOCICLOALDOLASA DE KEUROSPORA CRASSA

Substancia Concentracidén final Iro=itol sintetizado
(en por ciento)

Kinguna 00 eee—- 100
NH4Cl 14 mit 410
CHBNHBCI 14 =M 105
(CH3)2HH201 14 mM 94
(CH3)3NHCI 14 mX 104
HO-NH3CI 20 mi 39

Condiciones experimentales iguales a las degeritas en la secCe .
cién de material y métodos, excep .o para el activador que se
afindié o las concentraciones indicadas en la tabla., lLa enzima
usada provino de la fraccidén IV del tercer método de purifi-
cacién descrito (figura 9).
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Figura 14.- Curva de Lineweaver-Burk para el sustrato. Se usé
enzima de la fraccidm IV del tercer método de parificacidn (
figura 9). Cado punto representa un promedio de cuandc menos
4 experinentos individuales, La concentrecidn del sustrato e
varificé espectrofotondiricamente con glucosa~6-P deshidroge-

nasa,
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en inositol-P por 1a enzima semipurificada de }N. crason, La glu-

cosa libre a concentraciones de 0.2 M no se utiliza como sustra-

to para formar inositol lidre,

La glucocicloaldolasa requiere en forman absoluta del
NAD* para catalicar la forzacién del inositol-P. El hecho es in-
teresunte y sobre el oo insistird mas adelante ya que el sustra-
to, la glucosa-6-F, y ¢l producto, el inositol-1-P, tienen el mis-
mo ndmero de hidrédsenos y electrones, Trabajando con la enzima se-
mipuriricuda (fraccidn IV de la Tigura 9) no eon poosible detectnf,
en el curso de la formacién del inositol-P, la prusencia de NADH
con ¢l empleo del eapectrofctémctfc o dol fluordémetro, No hubo
cintesis del inositol-1-P ni cambio en la absorbancia durante la
reaccidén cuando el KADt fue sustituido en la mezcla de incuba-
cién por algunos de sus ondlogos (tabla 4).

En la figuré 15 pe observa el comportamiento de la en-
zima cuando, manten_iendo constante la concentracién del sustrato
(10 m¥), se varié la concentracién de la coenzima. S2 calculd una
constante de lichaelis aparente de 2.3 X 107% 3 para el NaD”,
4.~ Inhibidores.

Si bien el estudio dé los inhibidores de una ensima
ge incluye habituulmente dentro del capitulo guncral de cinéti-
ca, en el presente traba jo se menciona aparte por haboruve estu-
dindo con detulle el efecto de doa innibidores, ¢l pirofosfate
y ¢l NADH, sobro la wctividud de lu glucocicloaldolusa, Lu alen=-
cién oe concreté en dote pur de inhididores por su posible papel
como reguladores fisiolégicos de la actividad de la enzipa,

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

reoccidn enzimitica y un metabolito normal de la fisiologis ce-

lular, Un eatudio pormenoriunudo reveld que el pirofosreto R AIE:




TABLA 4

PAPEL DEL NAD® Y ALGUNOS DE SUS ANALOGOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA GLUCOCICLOALDOLASA DE WREUROSPORA CRASSA.

Coonzima Cambioc en absorban- Inositol sintetizado
o Andlozo cia en 60 min, % (en por ciento)
NADY (bveta) gL 0.002 100

NADY (alfa)g#d 0,000 0

NADH - 0,004 | 0

Nap* (veta) e NADH 0.003 ‘ 20

NADP® 3,00 0

PAD 0.006 | 0
Deamino NADY 0.0C8 0
Nicotin edenin

mononucledtido 0.002 0

3 Acetil piridina NaD' 0,009 0

x Bl cambio en absorbancia se registré usando ceidillas de
1 cm de pasgo de luz Yy & la longitud de onda en gwe el com-
puesto reducido muestra mdxima absorcidn,

A4 Isomerismo alfa y beta en el enlace piridin-K-ribdsido.

Condiciones experimentales descritas en material y métodos
excepto la concentracién de la coenuzima o el andlogo que se
wsaron a una concentracién finnl de 1 mid, Enzipa de la frac-
cién IV dol tercer método de purificacién (rigura 6}, El expe-
rimento se realizé a temperaturu ambiente 22 ¢ C,
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Pigura 15.- Curva de Lineweaver-Burk para la coenzima, Condi-

ciones experimentales como en la-figura 14 excepto que la con-
centracién de la coenzima se verificé espectrofotométricamen=

te con el coeficiente de ex:incién molecular del NAD'.
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irhivicién aparente de 4.5 x 10~6 y (figura 16). Lu inhibvicién

producida por el pirofoofato oo reversible por dialisim y por la
adicidn de coationes divulentan (Mn** o Ye**) nl medio de imcuba-
cién. Eota reactivacidén, como la llawan Dixon y Webdd (1964), se
observa aun en el caso de que ln concentracidn del metal diva-
lente osea ligerarente menor que la do pirofosfato. En la tabla 5
se ve ol papel do cada uno do los componentes de 1a mezcla de im—
~cubacidén en la inhibieiddr por pirofosfato., La inhibicidén enzi-
nmdtica no varfa cusndo se modificaron las concentraciones de |
NAD*. RH4‘ Yy enzima; el Tris parece tener un efecto protector de
la enzimn en preocncia del pirofosfato: un aumento en la concen-
tracién del bdbuffer hace que ¢l rirofosfato solo produzca una pe-
quefla inhivicidn de la enzima, mientras que una disminucién en la
concentracidén del duffer ocasiona que la inhibicidn por el‘piro-"
foosfato sea ma» notable, Estos rosultados no parecen deberse a
cambioo en la fuerze idénica que son concomitantes al modificar

la concentracién de Trie en la mezcla de incubacidén; la sustitu-
cidén del Tris elimiredo de la mezcle por ceantidades equinolecu-
larco de NaCl o de KCl no ulteran los resultados anotados,

Loo experimentos de inhibicidén se repitieron a bajas
concentraciones de Tris, verificando que el pH permaneciera cons-
tante durante la roaccién. Los datos en la figura 17 vuelven &
mostrar claramente le inhibicién competitiva del pirofosfate, se
obtuvo una constante de inhibicidén aparente del mismo orden de

-6

magnitud (2.9 x 107°M ) que la calculuda para concentraciones 10

veces mayores de Tris., Al sustituir el Tris por un buffer de his-
tidina, nl mismo pH, se vuelve a observar la misma tendencia con

6

una constante de inhibicidr uparente de 1.1 x 107° ¥ (figura 18).

icar 1/v coentra 1/(s) tal como se cuestra en

la parte izquierda de la_s figurus 17 y 18 ee obtuvieron linecas




TABLA 5

IRFLUERCIA DE LA VARIACION DZ 1,0S CONPORENTES DE LA MEZCIA DZ IKCUBACIOR EX LA IRHIBICIOR
POR PIROFCSFATO .

rap? Inhibicién Tris Inhibicién NHACI Inhivicién Enzimaﬁ Inhibicién
en % en % en % en

1 x 1077 ¥ 50 1 x 1072 ¥ 100 1.4 % 1073 ¥ 35 0.16 47

5 x 1072 N 44 5x 1072 % 55 7.0 x 1073 ¥ 37 .24 37

1x 107t a7 S x10mt 47 14.0x1073H 47 0.32 51

5 x 1074 M 43 2x 10t H 27 28,0 x 1073 ¥ 37 0.40 47

1 x 107 u A7

# en mg de proteina/ml de mezcla de incubacién. la enzima usada fué de la fraccién IV del
rercer ritodo de purificacién (figura 9).

Ceda pardmetro se modificé indifidualmente manteniendo constante la concentragién del res-
to de log reactivos en las cifras jndicedas en material ¥y métodos. El pirofosfato se afla-
M.
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Pigura 16.- Grdfica para evaluar la conotante de inhibleidn
del pirofoafato, Condiciones experimentalzs descritas en ma-
terisl y métodoe, Enczime de la fraccidm IV del tercer método
do purificacién (figuxe 9), Ia concentracidén final del Tris

fue 0.1 ¥. Se usaron las tres concentraciones de glucosa~b=

P que me indicen en la figura. El reciproco de la velocidad
péxima (1/V) so tomé de la figura 14.

' §§




]
110 °M

H 1 ] 1

.
2 4 0 5 -0
X

S £y E’ o "“’Elﬁiqﬁ




Pigura 17.~ Izquierda, Curva de Lineweaver-Burk para ls glu-

cosa=6-P 8in pirofosfato y con lae cuairo concentraciones de
pirofosfato indicadas en la figura, Se vad Tris & una conceéne
tracién final de 10 mX¥, el resto de lae condiciones experi-
mentnlos iddnticas a las de la figura 16, Derechs, Grdfica
para valorar la conatante de inhibicién del pirofcesfato del
experimento mostrado en la parte izquierda de la figura, Se

usercn las cuatro concentraciones de glucosa=-6=P indicades

en la figure.




EGIO_ X 0lv3isod40did o

b

_,ﬂw_.n,s__v a-

§

Sl

(VHOH | _Ww)




Figura 18.- Izquierda, Experimento igual al de la figura 1‘7
en que oe sustituyé el Tris por un buffer de histidina s una
concentracién final de 10 m¥, Derecha, Evaluacién de la cons-
¢tante de inhibicién del pirofosfato tomando los datos de la
parte izquierde de la figura.
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~rectas con diferente pendiente dada por la concentracién del in-

hividor. Cuando #e grafica la pondionte de cada una de dichas
rectas contra la concentracién del inhibidor lo habitual, para
otros cisteras enzimdticos, es obtener lfneas rectas que permitenm
sacar la constante de inhibicién real de un inhibidor dedo. En

nuostro caso lae grdficas de pendiente contra la concentracién

dol inhibvidor dieron los resultados mostrados en la figura 19,
Eotoe resultados, diferentes a los comunmente reportados, se ne-~
cesitan eatudiar con mayor detaulle para hacer una interpretéciéi
adecunda de loo mismos.

b.- Kicotin adenin dinucledédtido reducldo.- Al estu-~
diar lo¢s andiogos del RADY en la reaccidn enzimdtica se obeervé
que 81 NADH, no scolo no pod{fe sustituir al NAD*, sino que era un
inhibidor de la enzima, El KADH resulté ser un inhividor compe-
titivo para el RaD¥ (figura 20) y se obtuvo une constante apsyrel-.
te de imhibicidn de 4.0 x 107° X,

c.- Otros inhibidores.- En contraste con el definido
papel del pirofosfato como inhibidor del sistema enzimdtico nir-

guno de los nucledtidos ensayados produjeron alguns inhibicidn

(tabla 6). En 1la tabla 7 se anotan los resultados obtenidos con |
otra serise de posibles inhibidores de la gzlucocicloaldolada., Es
interesante notar que los isémeros del gamexano o0 lindano ensa=-
yados & la concentracién de 3.5 x ‘.O"4 M no inhibieron la reaccién
enzimdtica, resultados que podian esperarse de acuerdo con los
detos de Fuller, Barratt y Tatum (1950).
5.~ Algunas caracteristicas de la enzima,

Como se indicé en ia gaccién de material y mdtodos se
valord el p;so molecular de la enzimpa utilizando la técnica de
Maritin 7 Amss {10£1), an un gradiente de sacarosa ¥ e¢pleando

albdmina edrica de bovino como {fndice del peso moleculer, (fi-
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Pigure 19,~ Izquierda, Lae pendientes de las l{neas de la gré-
fion del lado izquierdo de la figura 17 se graficaron contra
la concentracién de ipnhibidor empleada. Derecha, Datos tomados
1de le grdfica de 1a izquierda de ia figure 18: pendiente de

cada una de las liness contre le concentracién usada de pironi,’7iﬁ

foafate.
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Pigura 20,- Igquierda, Ordfica de Lineweaver-Burk para el

NAD' solo y con doe concentraciones, indicadas en la figura,
de NADH., Condiciones experimentales como en la figura 16,

Devecha, Grdfica de la concentracién del inhividor contra

‘el recfproco de 1a velocidad. Datcs Somades de la parte iz

quierda de la figura. Se emplearon las tres concentraciones

anotades de NAD*,
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TABRLA 6

EPECTO DE ALGUNOS KUCLEOTIDO3 SOBRY™ LA ACTIVIDAD DE GLUCOCICLO=
ALTIOLASA DE REURGSPTORA GHASSA,

Kucledtido Inonitol formado (en por cientb)
Sin Mg*t Con Mg**
Ringuno (control) 100 100
Adenosinn 5' monofoafato 103 101
Adenosnina %' difosfato 93 94
dMeonowvina ' trifosafato 102 104
Adenoeina 3'5' monofosfato (cfeclico) 93 -
Guanoainn %' monofonfato 96 98
Guanosina 5! difosfato a6 100
Guanosina %' trifosfato 103 100
Inoaina 5 monofosfato Q97 102
Inosina ' difosfato ’ 99 a8
Incsina 5' trifostato | 104 104
Citidina 5' monofosfato 97 96
Citidina %' difoefato 99 103
Citidina 5' trifosfato g6 106
T™midina 5' monofoefato 102 103
Timidina 5* difosfato g9 95
Timidina 5* trifosfato 93 92
Uridina 5* monofosfato 98 86
Uridina 5' difosfato 104 a8
Uridina 5' trifosfato 99 106
Uridina difosfato de glucosa 96 -
Pirofosfato 9 103

Condiciones experimentales descritas en material y zétodos,
Enzima de la fracg%dn IV del tercer método de pu;1ficac16n
(figura 9), El Mg = se usd a una concentracién final de 10 :
mM ¥y los nucleétidos © el pirofosfato a una concentracién o
final de 0,1 mM, .§




TABLA 7

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DF LA GLUCOCICLOALDOLASA POR VARIOS

COMFUESTOS,
Inhidbidor Concentracién Inositol
final formado
(en por
ciento)
Kinguno 100
1,2,3.4,5.6,Hexaclorociclohexanoéalf& 0.35 nM 110
1,2,3,4,5,6,Hexaclorociclohexano bteta) 0,35 mi 126
1,2,3.4,5,6,ﬁexaclorociclohexano&gama 0.35 mM 108
1,2,3.4,5,6,Hexaclorociclohexano delta) 0,35 mhi 106
N-bromosuccinimida 10. et v
NaliSO 2. mi 1G0
Tirerdsal 0.25 mi 0
Fluoruro 0.1 i 96
Areanato 0,1 mM 104
Malonato . 0,1 mM o6
Succinato 10. mh{ Q0
Citrato ; 10. mAi Qg
Fosfato 5,. i 62
Pirofosfato 0,05 mhl 50
Fosfato de piridoxamina , 2. miv 105
Sorbooa 10 mM g8
Acido ribonucleico # 100 ug/ml 88
Acido desoxiribonucleico £ 100 ug/ml 91

Condiciones experimentales descritas en material ¥ métodos, Ea=-
zima de la fraccién IV del tercer método de purificacién (figu-
ra 9), Los aniones ensayados se afladieron como sales de sodio a
rH neutro.

£ Altamente polimerizado.
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gura 21); parn 1a glucociclonldolass ase calculd un pess molecula
do 150,0C0 gue entn de ncuerio con el comportamisnto de ln enzi-

ma en columnan de 56;{\}1!‘,;3@;( 3 100,

Aunque no enti terminudo el eatudio de 1n loenlizucidn
gubgcelular de la glucocidlonldolanu en al micelio de . gcrnusn
pa tienen los siguienten dntos: un H0 ¥ de 1a nctivid&d envimitica
pe recurera en el sobrenruinnie de una centrifuszncién & 10,000 x
g durants 10 minutos; la enzima que se recuperi en el precipitado,
o oes on la Traceidn mitoconirinl, rse deaprende de lite mitocon-
drina a2 invar doatnn des o tres vecen con AKCHTOSA O,”5% ¥, Fl com—‘
nortamiento de Ia ennimn recuperadn en el sobrensdante de 10,000
X g gqueids resunide en 14 tabia &, de donde we coneluye, pov el Mo«
mento, que la zlucociclonldolnsn no &7 epcuentra en una fraccidn
purticulada, Inclusive, 30 rreincutneidn del heomozenado libre de
nueieon con EDTA (2 mr), Yg'©T {5 mi) y fosTate (5 m¥)} + las con=-
cantracionen finales in{xjc:adﬂ.ﬂ. ne ocaaionan un#d fijﬂ.cjén de 1a
encimn a ningunn de las raceiones sobeelulnresn, los datos sobre
14 locnliwncidn de la enzimn son de InTores pars lu interpreti-

cidn de los dutos sobre la rezulacién in yvivo de 3n actividsd de

-

1n glucocicloaldolasan,
6.~ Necaniamo de 1n reaceién,

Aun aiendo una sola 10 enzirma responsnble de 18 bio-
afntenia del drositol yerninate ¢l hecha de que dat enpsima tenga
que realivir 1ns nropuenban renceionen descritas o partir de 1la
SqHOOHW~5-P con ¢ NAD‘ piri dar inoaitol-=1=-P ¥y NAan®t {vinne la
phging 25),

N, = Pormua oyidoadnm de Y rlucomi y el jnonitol, Inoni=-
tol denhidrocentan, - dp Anventisd Yo POL“nCiWTiﬂwd Ae CONVET-

MY LN i
:

3 5 - —~ PR [l :
. « a1 0 L1 riucociciontod LR AR AF-AE
ajén al inouitol nor g io de oo i
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Figura 21.; Resultados de un gradiente de sacarosa preparf-
do y mane jado de acuerdo con la técnica de NMariin y Ames (
1960), Se utilizd glucocicloaldolasa de la fraccién IV del
tercer método de purificacidn (figura 9) y se centrifugé a
35,000 rpm durante 1% horas en una centrifuga Spinco con el

rotor 8W 19,



TABLA 8
ACTIVIDAD DE TA GLUCCCICLOAINGLASA i DISTINTAS PRACCIONES BUBCZIULARES DE KEUROSFCRA

CRASSA,

Praccidn KaDH Oxidasa fluc-6-Pasa Gluc6-F deshidrogenasa Glucocicloaldolnan
Homezenado li-

vre de cédlulas 1CO 100 100 ' 100
*¥itecondrias” 69 8 1 5
w¥icrosomas"” 7 i 65 ' 2 10
Sobrenadante 8 12 81 70
Recuperacién - B4 85 aa 85

Ja activifad de lus distintus enzimas esta indicedn en por ciento de 1a actividnd
‘del homo" total que se tomé como 100 #, Tn obtencién de lus dinstirtas fracciones
subcriulares se 1levé a cabo de acuerdo con el esquema de In Uigura 10, Las enzimas
se determinaron por las técnicas descritas en muterial y mitedos,
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y del inositol la 2-inososa y la 4-inososa, Con las tres sustan-

cins anotadas e realizaron experimentos como el rosumido en la

table § en los que e exanind la habilidad de los compuestos pi-
ro "diluir” la cuntidad de inooitol radioactivo formado a partir

de glucosa-6-P uniformemente marcuda, Solo la 4-inoscsa demostrd

potividad de "dilucida" en las condiciones descritas, ni la 2-i-

nosoas ni in glucosona se coanvirtieron en inositol en tales con-

dieiones. £l hacho de que 1la 4-inososa eln estar foaforilada se
convierts en inonitol, y sobre todo el dato encontrado posterior-
menta do que la mutante jnositol” 89601 tambien puede convertir
la 4-inososs en inositel sugirieron que otre enzima, Y no la glu-
cocicloaldolasa, ers la reoponsable de la sf{ntesis del inositol

a partir de la 4-inososa, El esquema de purificacién anotaio en

1a figura 3 permitid separar ambas enzimas.
En 1a tabla 10 se incluyen los datos de 1a purificacida
de la enzima que convierte la 4-inosoea en inositol y que puede
1lamarse inositel deshidrogenasd. los datos de ésta tubla repre-
scntan los resultados de purificacién de 1la inoeitol deshidroge-
nasa aislada de la mutante inositol” 89601, idénticos datos se
obtuvieron con la cepa silvesire. En la tabla 11 se ve que el
NADPH es me jor coenzilma que @l NADH y gue hay easteiguionetris
entre lao oxidacién del NADPH seguida en el espectrofotémetro ¥y
la cantidad de inositol detectada en el ensayo violégico., La fal-
ta de esteiquiometria usando NADH parece deberse & una reduccidn
enzimdtica del NADY que no ocurre con el NADPY. Vale la pena hacer
notar que ol total de 18 4-inososa reducida enzindticamente se
convierte en mio-inositol y no rhay formacién del otro posidble 1-

asdmaro que tambien 8¢ obtiene por la reduccion quinmica de ésta

inogosa,
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TABLA 9

HILUCION DEL IKOSITOL RADIOACTIVO FORMADO A PARTIR DE GLUCOSA-
6-P C-14 UNIFORMEMENTE WARCADA EN PRESENCIA DE LA 4-INOSOSA.

Cordicionas de Iuncudbacidn Inoaitol encontirado #
¥étodo Vdétodo
radioactivo biolégico
Nezcln de incubacién completnﬁﬁ 115 119
Mecela complotn ¢+ 4-inonoaan 100 121
Wezele completa + NADH + ATP + ¥zttt 49 39

¥ezela completa ¢ 4-inososa + NADH +
ATP + Mg 36 110

¥szela completa + 4-inososa + KADH + |
ATP +« ¥g'* + oin glucosa~6-P -- 60

¥Fezola completa ¢ 4-incsosu < WADH <+
ATP + NMg  + Bin glucosa-6-P )
y sin enzima - 0

# En nmumolas/mg de proteina/hora,

## la mezcla de incubacién completa COLO ge describe en mate-
rial y métodos a la cual se le afadié 1 ucurie ae glucosa-
6-P uniformemente marcada.

Fnzima de la fraccién III del primer método de purificacién

desorito (figura 7).




TABLA 10
ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS FRACCICKES DE IKCSITOL LESHIDROGERASA.

Praccién Actividad espacffica# Purificacién Actividad Recuperacién
. . total ££ en % )
v v v v v v o

I Sobrenadante crudo ¢.013 0.05 1 x 2 b 4 1190 100 R

11 4a precipitacién con
sulfato de amonio 0.038 0.15 3.2 x 3.0x 470 40

III Ste de sulfato de
prctanmina y 2a pre-
cipitacidén con sul-
fato de gmonio 0.100 0.42 8.0 x 8.4 x 394 33

Carbio en densidad 6ptica a 340 mu/min/mg de proteina
## Cambio en densidad éptica a 340 mu/min/fraccidn total
e« Vv Velocidad de la reaccidn usando 20 umolas de epi 6 4 inososa,
++ V Velocidad de la reaccién obtenida por extrapolacidn,

Coriiciones experimentales para el ensayo de l1a metividad enzimitica: en un volu-
men final de 1 ml: 100 uwmolas de Tris pE 7.9; 6.26 umolas de EDTA; 0,06 umolas de
1:DPH; 2.5 a 4.0 mg de protefna; 4 a 20 umolas de 4 inososa, Temperatura 22 ° C,




TABLA 11

CONVERSION DE LA 4-IROSOSA ER INOSITOL POR LA INOSITOL DESHI=-
DROGENASA DE KUEROSPORA CRASSA LIBRE DE GLUCOCICLOALDOLASA,

Concentracidn Concantracién Inositol formado#
de)l sustrato de la coenczima Basado en la Cuantificado
(en umolas) (en umolas) oxidacién de en el ensayo .
la coenzima, biolégico.
50 — - - 0
50 RADH 1,0 0 60
50 NADPH 0.3 1230 1200
50 KADPH 0.3
(sin enzima) 0] 0
5 NADPH 0.3 303 347
0.5 NADPH ).3 30 0

# Bn mumolas de inositol formado/mg de proteina/hora.

Condiciones experimentales como én la tabla 10 excepto para
las concentraciones de sustrato y coenzima que &€ usaron &
las concentraciones indicadas en ésta tabla, BEnzima 2.5 Mg
de protefna de la fraccién IIIa del segundo mdtodo de pu-
rificacién (figura §). Temperatura 22 © C, Al final del pe-
riodo de incubacién la reaccién se paré con 0.1 ml de NaOH
1 M y se colocd en ugua nirviendo por 15 minutos. Con éste
tret.miento se elimind la actividad biolégica de la 4-ino-
gosa como sustituto del inosito. en las mutantes auxdtrofas
al mismo. Se neutralizaron lzs muestras antes de tomar ali-
cuotas para la determinacién del inositol por ensayo biolé-

gico,.
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Algunas otras caracter{sticas de la inositol deshidro=-

genasa oon la siguientes: la constante de Michaelis para el suse
trato (figura 22) ee de 7.7 x 10™° K y de 6.3 x 10~2 M para 1a
enzima de la cepa eilvestre y para la aislada de la mutante 83601
respectivamente. Ambas preparaciones demostraron una me jor capa-
cidad para le sintesis de inositol en presencia de EDTA, la acti-
vidad e» linear por 1o menos durante tres minutos, er perfodos
cortoe de incubacién la cantidad de inositol formado es limear
con respecto a la cantidad de protefna afladida al sistema, hay
une sona apmplia de pH Sptimo de 6.8 a 6.8 (buffer de maleato de
6.8 & 7.2 y Trie de 7.2 & 8.8), la actividad disminuye mas alla
de éste rango. La reaccién parece ser reversible, cuando s6¢ in-
oudba 1= ensima con NADP* e inositol se detecta la formacidn de
NADPH en el espectrofotémetro y aparece un compueato que da refc-
cién en frio con la fenilhidrazona tal como lo hace la 4-inosoea.
Si se sustituye la 4-inososa por 2-inososa 0 glucosona eén 6l ms-
dio de imcubaciém ce forma RADP® a una velocidad 10 veces miyor
pero no ss forma mio~inositol.

De loes experimentos descritos se puede concluir que la
4-inososa no es un intermediario en el camino de la biosintesis
del inositol a partir de la glucosa-6-P y por medio de la gluco-
cicloaldolasa en base & los aiguiéntea hechos: 1) la adicién de
4-inososa y NADPH a la glucocicloaldolasa dependiente de NAD* mo
resulta en la formacién de inositol; 2) En el sistema de la glu-
cocicloaldolasa el sustrato y el producto estan fosforilados
mientras que la 4-1nososa no 1o esta y la adicién de ATP no au-

monta la formacién de inositol; 3) los requerimientos de coen-

¢imas son diferentes la 4-inososa utiliza NADPH y la glucosa-6-P

> » - A A l!ﬁﬁAQ } - ‘
NAD"; 4) le muiante imositol” usads {RQ601) molo es capaz de fore .
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Pigura 22,- Grdfica de Lineweaver-Burk con la 4-inososa y la
‘4noeitol deshidrogenasa de la cepa silvesire ( —=x) y de la

mutante inositol” 89601 (— ).
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mar imoeitol cuando al medioc de incubacidén se le afiade 4-inososa;

yo que la mutante y la cepa eilvestre difieren por un simple gene
(Patridge y Giles, 1953) eeguramente involucrado en 1la conversiénm
de glucosa~-6-P en inositol-1-P, parece por lo tunto que la 4-ino-
8082 N0 ¢8 normalmente sintetizadn por ninguna cepa de Neurospo-
ra; 5) la 4-inoeosa no parece ser el sustrato normal de la inosi-
tol deshidrogenass ya que la constants de Michaelis para la 4-i-
nosoca es muy alte en comparaciém con el promedio de constantes
de Michaelis para sustratos naturales de deshidrogenasas bien ca-
racterizadas. Todoe estoe hechos hacen diffcil adscribirle un pa-
pel fieioldgico @ la inositol deshidrogenasa descrita; es posibtle
que dota enzima participe normalmonte en algun otro camino metable
1ico y qus sue sustrato normal sea otro y sin embargo reduzca
inespec{ficamente & la 4-inososa,

Upa vez descartade la 4-inososa como componente del
sistema de .la glucocicloaldolaaa ge repitieron los experimantos
do "dilucién" con la 2-inososa Yy la glucosona habviendo fosforile-~
do ambos compuestos. La fosforilecidén ée los mismos se hizo tal
como se deecribié en 1a seccién de material ¥y mé$todos, nunca ee
investigé el sitio de fosforilacién de la 2-inososa. 1Los resul-
tados volvieron a ser negativos, ninguno de los compuestos "di~
luyeron® la formaciém de inositol radioactivo a partir de la glu~
cosa marcada, tempoce formaron inositol en presencia de la glu=-
cocicloaldolasa y piridin nucledtidos reducidos,

b.- Aislamiento de posiblea intermediarios de la reac-

0ién.- Otro enfoque paré averiguar el mecanismo de la reacciém
fudé ¢1 de etrapar algun jntermediario formado durante la sintesis

del inoeitol, Ya se hizo notar, pero conviene insistir, que con

la enzima purificaeda no 686 posibie detecvar 1o formacidn da NADH. .
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En 1ls figura 23 eo prescntan los resultados. Cuando se usa glu-~

cooicloaldolasa poce purificada y altas concentreciones de NAD®
(15 =M) apurece FADH en el cureo de 1la reaceién; resultados si-
milares fueron reportadcs per Chen y Charalampous (1965) con la
enzima de levadura. Con wne enzima mns pura y con menores oon=
centrecicnes de KADY, que den por resultado un me jor rendimien-

$0 en la formacidém 4ol inositol-1-P, no es posible obtener cambios
en absortancia a }40 mp ni fluctuaciones enﬁa fluorescencia (365«
460 qy) durante el tiempo de incubdbacidén, Eﬂ;concordancia con é8-
tos resultados la sinteeie enzimdtica de inositol-1-P no se in=-
hive por egentes que on otroe sistemas, a concentracionee de 1

mM, iohiben la oxidacién de NADH, tales como rivoflavina, rote-
pona, Pa(CR)G”‘“, CR™ y smital, Al mismo tiempo estas gustancias
no promusven la ascumulacidén de la coenzima reducida mientras la
reaccién ee esta llevando & cubo. Ademas, la sintesis enzimdtica
del inositol-1-P tampoco es modificada cuando la reaccidn se aco-
ple a un exceso de deshidrogenasa alcohélica, ldctica o glutdmi-
ca y cantidades adecuadas de sustratos oxidados; los datos obte-
nidos con las Wltimae doe enzimée confirman loe resultados de Chen
y Charalampous (1967) uvsando enzima de levadura, Todos los enfo-
ques utilizados fueron congruentes en impedir el aislamiento de
algun intermediario de la reaccién; y los resultados sugieren

que 8i el NADH y alguna forma oxidada de la glucosa-6-P se for-

man en el curso de la reaccién enzimitica ambos deben de perma-
necer {ntimamente unidos a la enzima,

¢.- Mecanismo {ntimoc de la ciclcizacién.~- Con la enzima de levadu=-
ra otros laboratorios han demostrado (Kindl, Biedl-Neubacher y
Hof fmann-Ostenhof, 1965; Chen ¥ Charalumpous, 1965) que la molé-

cula fntegra de la glucosa-6-F, s8in sufrir ninzuna fragmentacidn,



1 (15 mM NADT)

2(ImM NADY)

- o 4 L & —

3(ImM NADY)

&
<

. b

Hire
O
6))
O

20
TIEMPO EN MIN.

FIGURA 23



Pigura 23.- Reduccién del RAD' por diferentes preparaciones

de la glucocicloaldolasa, Las reacciones se siguleron a temp
peratura ambiente en un espectrofotdémetro Zelss PMQ Il usane-
do celdillas de 1 cm de psso de luz, Se emplearon las con-
centraciones 4~ NADY indicadas en la figura y el resto de la
pezcla de incubaeidén tenia la composicién seflalada en mate-
rial y métodos, A los tubos 1 y 2 se lon afiadié 2.0 mg de
protefna con actividad de glucocicloal”  lasa proveniente de
la fraccidn IIi del primer método de ° rificacién descrito
(figura 7); al tubo 3 se le afladieron 0.3 mg de proteina
con actividad de glucocicloaldolasa ¥y elufda de un gel de
acrilamida (figura i2). La cantidad de inositol sintetizado
fue de 19, 58 y 900 mumolas/mg de proteina/hora respectiva-
mente en los tuvos 1, 2 ¥y 3. Se corrieron reacciones para-

lelas 8in glucosa-6-P que se usaron como blancos,
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se ciclise para formar el inositol-1-P; ademas, los carbones 1,

2, 5 7 6 de la glucosa vienen a quedar come los carbones 6, 5,2
y 1 del inoeitol, Dada la similitud tan grande entre la glucoci=~

cloaldolasa do levadura y la de Keuroopora es razonable aceptar

. que el miemo mocanismo opera en el hongo. Por otro lado traba-

jando con la ensima de levadura Chen y Charalampous (1967) de=
mostraron que @l usar como sustrato de la glucocicloaldolasa la
glucosa-6-P dobvlemente tritiada en el carbono 6, por cada molé- 7&
cula do 4inoeitol formado, un dtomo de tritio pasa al medio &cuo- 5

so, Tambien pensando en el mismo mecaniemo en la Neurospora to-

dos loo datooc hacen suponer que se trata de una cicleizacién di-
recta entre ol carbono | de la glucosa-6-P ¥y 8l carbono & de la
misma y que @l enlace covalente entre ambos se lleva & cabo por
le pérdide de un hidrégeno del cardbono 6. :

Desde ol punto de vista teérico existen al menos dos gq
posiblec mecaniemos para la reaceién que sean congruentes con
los datoe de que se dispome. Uno de ellos implica una reaccidén
de tipo de aldoligecién y el otro una condensacidén del tipo de
la acilbina. Se hicieron experimentos para gstudiar la segunda
poeibilidad.

Se sabe que el enlace covelsnte para la formacién enzi-
mdtica del inositol se establecerd entre los carbones 1 y 6 de la
glucosa-6-F. Tambien se sabe que el carbono 6 de la glucosa pier«
de un protén y que por 1o tanto va a dar origen a un excesd de e=
lectrones en dicho carbono. Una manera de facilitsr el enlace co-
valente podrie ser la aparicién de una deficiencia de electrones
en el carbono 1 de le glucoea—6-P por la aceptacién por parte del
NAD? @e un hidruro proveniento proscisamente del carbono 1 (figu-

- -

ra 24). Una vez creado el decequilibrio electrémeco (II en la fi-




Figura 24.- Representacidn esquenitica de la ciclizacidén de

la glucosa-b6- P con un cecanismo del tipo de la aciloina, Zl
hidrdgeno unido al carbono 1 en la glucosa-6-F se ha repre-

sentado como deuterio. Para mas detalles 1éase el texto.
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gura 24) se formarfa el enlace covalente carbono 1 carbono 6

(11X y IV en la miema figura) y el hidruro del NADH regresarfa &
carbono de donde habfa sulido (V en la figura 24)., Para probar
énte mocanismo de reacoidn se usé glucosa-6-P deuterada en el
carbono 1 y lea velocidad de la reacoién se oomparé, en condicloe
nes idénticas, com la velocidad obtenida con la glucosa-6-P nor-
pel. Se siguid doto enfoque por que el uso de isétopos del hi-
drégeno ha demostrado ser un instrumento dtil en el mecanismo

de accién de algunas engimae (lahler y Dougles, 1957; Rose, 10613
Bright y Gibson, 1967) debido al hecho, de que una etapa enzimdti-
ca asociada con el rompimiento de una ligadura conteniendo el 1sé-
tope, es habitualmente la limitante de 1a velocidad de la reaccién
total,

Antes de realizar los expserimentos con glucosa deutera=-
de se demostrd, con glucoea tritiada en el carbono 1, gque por ca-
'du molécula de inositol formada 1.04 dtomos de tritio se encontra-
ron en dicho inmositol (figura 25). Como ya qudé anotado, el car-
bono 1 de la glucoea corresponde al 6 del inoeitol. El inositol-
1P ¢tritiade (II en la figura 25) formado a partir de la glucosa=-
6-P tritiada en el carbono 1 (I en la figura 25) se degradé com
foafatasa alcalina @ inositol oxigenasa preparada de rifién de
retz tal como se asenté en la seccién de material ¥y métodog. La
fosfatasa alcalina eliminé el fosfato del inositol-1-P tritiado
y originé el inositol 11bre (III en 1a figura 25) que la inosi-
tol oxigenasa 10 convirtié en #cido gluocurénico (IV en la figura
25), La radioactividad sotuvo ausente en el dcido glucurénico ¥y

se recuperé en el agus (reaccién de IIT a IV en la figura 25),

por consiguiente el tritio ostaba presente en los carbones 1 0 6

e . ie-+ e 10 que se sabe de 1a reaccién de la glucociclo-




NAD -~ | euLuwadLo-
| ) ALDOLASA r R
3 y '
0 E )




Pigura 25.- Recuperacién del tritio & partir de inositol tri-

tieds y degradado por la inositol oxigenasa de rifién de rata,
Se incubarcn con la inositol oxigenasa purificada, en las con=-
diciones deacritas por Charalampous (1959) 0.35 umolas (9.5 x
106 cpm ) de inoasitol tritiado; 0.09 umolas (25.6 %) se con-
virtieron en dcido glucurénico no radioactive y dieron origen
simultdneamente a la aparicién, en el medio acuoso, de 2.6 x
107 opm (27.4 % de la radioactividad original del inositol).
la radioadtividad en el agua permanecié constante despues de

destilarla. Para mas detalles véase el texto.
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aldolasa 10 mas probable o6 que el tritio se encontrara en el car=-

bén 6 del inoeitol y sei el mecunimo de ciclozacién descrito tea-
drf{a parte de validez ya que se conserva en el sitio adecuado el

bidrégeno qus temporalmente serfa tramsferido al NAD',

Ho obstante, los resultados con glucosa-6-P deuterade
(figura 26) no apoyan nueastro punto de vieta

pobre la transfe-
rencia do un hidruro del carbono 1 de la glucosa-6-P al FADY. la
figurs muestra una grédfica de Lineweaver-Burk con glucosa=6=-P
norsal y glucoea-6-P deuterada en el carbono 1. Cuando se usaé
dote Witima como sustrato se observé una disminucién en la velo-
cidnd mdxima de la remccién que fue paralelo a una disminucién en
1s comstante da Michaelis (tabla 12). La disminucién en la velo=-
cidad pixime estarfe de acuerdo con nusstra hipétesis; sin enm-
vargo, al disminuir la cantidad de sustratovdeuteradc en la mez;
cla de incubacién no aparece una dieminucién proporcional en la
formacién del inositol-1-P (figura 26), en otras palabras, con
los valores extrapolados de velocidad mdxima hay un 40 % de dis=
minucién en la sintesis del inositol a partir de la glucosa deu=
terada en comparacidén com 1a normal; pero solo hay un 5 % msnoa'
del inoeitol sintetigado con las concentraciones maB bajas de
suetrato ensayadas. Para apoyar totalemnte nuestra hipétesis de
trabajo deveris observarsse, 1a misma reduccién en la formacién del
inositol-1-P, & partir del compuesto deuterado, independientemen-
te de la cantided de pustrato ensayado.

Ya que éstos resultados descartan und participacidn
direocta del hidrdgeno 1 de 1la glucoaa-S-P durante 1la formacida
de¢l inositol-1-P, B apoya la jdea de una condensacién aldélica

ntes los carbomes 1 ¥ 6 de la glucosa-6-P (Kindl, 1966; Chen ¥y
Charalampous, 1967} pernett y Corina, 1968 ¥ Eisenberg, 1969).
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Pigura 26.- Curvs de Lineweaver -Burk para glucosa-6-P normal
(s ~~—e) y deuterada {e—o0 ), Cada punto fapreeenta un pro-
medio de cuando menos 4 determinaciones individvales, Con la
ayuda de la glucooa-6-F deshidrogenossa 86 comprobd espectrofo-
tond tricamente la concentraciép de sustrato empleada en cada

a8,




TABLA 12

COMPARACION DE LOS VALORES OBTENIDOS EN LA FIGURA 26

Glucosa-6-FP normal Glucosa-6-P deuterade,

Valocidad mdxima VB = 2,18 ml/hora

Conetante de
Hiochnelis (aparente) Epy = 1.94 oM

Vp = 1.27 m¥/horsa

KmH = 1,14 mM

Relaciones
v
— w 1.71
Vp
K
e ' : S 1,69

|
S



.ingQOO autores proponan 1la siguiente sccuencin de reaccionsa:

<+
glucoan-6-P + RAD" — . 5_ceto-glucosn-6-P + NADH
S=ceto-glucosn-6-P — . 2 inososa-1-p

2-1n0808A~1-P + NADH ———— {nositol-1-P + NAD*

Sume: glucoen-6-P + KAD'

& inositol-1-P + NAD"

Sin embargo, Eisenberg (1969), uvsnndo enzimn aisluda de tes-
ticulo de rata, no pudo demostrar "dilucién" del inositol formado
n partir de glucosn-6-F radioactiva cuundo incluydé en la mezcla de
incubacidn S-ceto-glucosn-6-PF sintetizadu quimicamenta,

d,- Alfn y betn glucomn,- En otra merie de experimentos

se intentd ver mi la glucociclonldolusa tenfa alguna preferencia
por las formas nnomdéricas alfa o betn de la gluconsn-6-P, La metow
dologf{e usada fue similur a la descrita por Snlas Vifiuela y Sols
(196%) que iea permitid demoatrar 1u derendencia de la ;lucosa-b-
P demshidrogenasa por 1la configuracién beta, Ko sc obtuvieron resul-
tados claros con la glucocicloaldolusun, probabiemente devido al lLe-
cho de que la enzima actda sovbre la formn abierta lineal de la glu-
co8r=6-P, qua puedo ser un mejor sustrato pari su oxidacidn en el

carbono § dando origen & la molécula postulada ln H-ceto-glucosn=

6-P,
7.=- Regulacién in vivo de la sfntesis de inomitol,
Entre luas sustancias ensnyndns con capacidad inhibito-

ria paran la glucocicloaldolnsu, 1on dos inhibidores mns potentes

resultaron ser el NADH y el pirofoafato, umbos metnbolitos morma=

les de 1a célula, Tales resul tados hacen nltumrente ntractivo su-

poner que dwte par de suotancins puednn tener un papel importante

en 1a regulacién in vivo de 1a sctividad de la glucocicloaldolusa,

¥ por ende, on la pozi metnbélica dek inositol.
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ra el estudio in vivo de 1n rrgulacién de 1a biosfntesis del ino-

sitol. Como quedd demostrado con unterioridad, el dYnico cumino fi=
sioldgico normnl para ln bvioef{ntepis del inositol es por medio deé
ln glucooicloaldoluna, Para lows finew précticos descritos en €sta

seccidén de rveultudos, se puede uceptar, que el producto final de

nueatra enzimh eo el inonitol libre ya que la fosfatasa que cae

taliza ia formacién del miemo a partir del inositol-1-P no parece
pey limitanta: cuando a® aisla el inositol soluble en agua a pare
tir de) wicelio de N, crasan mns del 95 % oe encuentra en forma

no foaforilnda; adamae, cuando se incuban extractos crudos 0 poco
purificados de 1u glucociclonldolaea, en condiciones apropiadns
4parn 1a sfntesis de inositol-1-P, todo el producto formado eés cuane
titativamente convartido en su forma no enterificada (no se des.

curta la poeibilidad de que puedan ser varias las fosfutasas gue

intervengan en la hidrélisis de) inositol-1-P). En K=urospora @l
inositol formadoc no es utilizado como fuente de carbono, ni proe-
nueve el crecimiento del hongo, como puede concluirse de los da-
tos presentadoe en la tubla 13. De acueddo con los datos de Fuller
y Tatum (1956) el principal destino metadblico que tiene el inosi-
tol en date hongo, esn hacia la formacién de un foafol{pado, Si
aceptamos que modificneionas en las pozas me tub8licas Jdel NADH y
del pirofosfato no van a influir sustancialmente en la incorpora-
¢ién del inoeitol en los fosfolfpidos, entonces, 10S cumbios de-
tectrdos en 1a poza del inositol lidbre, por modificacién de los X
nivales intracelulares del NADH o del pirofoafato, gerdn un refle=
jo de 1la actividad in vivo de la 31ucociloa1dolusa. Fata agsevera-
cién es apoyada, cuando menos para el cnso del pirofosfate, por
los datos presentados en 1n tabla 14: 18 jncorporacién de inosi-

tol (concentraciones limiiunies pure &1 crccimiento) en fosfoli-
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TABLA 14

RESPUESTA AL INOSITOL DE UMA NUTANT™ DE N, CRASSA AUXOTROFA AL
CRECIDA BN UN MEDIO DE CULTIVO CON FOCO FOSPATO.

Incnitol Teso seco (mg)
vg/matron  Medio Vedio minimo sin Medio minimo sin.
minimo foafntoa al que ue fosfntoa ul que se
normal le afmdieron los fos- oe le afiadié 1/100
fatos como solucién de la concentracidn
aparte, normal de fosfatos
5 1.6 2.2 . : 2.2
10 4-1 3.3 307
15 6.6 . 9.0 85
30 25.8 26,1 29,2
40 34,9 28.9 30.2

Se ineubé 1n mutante 89601A en matraces de 125 ml con 20 ml del
medio indicado suplementudo de BacAross al 2 %, durante 72 horas; ﬁ
sin sghtacién y a 29° C. Al final la Neurospora se coseché por file
tracidn y succién y se colocé en un horno & 90-100° C durante to-
da la noche, Cada valor representa un promedio de 4Ideterminacio_ |

nes indif¥iduales,
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- pidos, no me modifica nl bajar 100 veces la concentracidn de £o03=

fato en e]l medio de cultivo de In N

. crupna, Shatkin y Tatum (1961)
Han denmostrado que el inositol ,dndo on concantracién limitunte A~

ra el crecimiento de una mutante auxétrofm nl mismo, es incorpo-

rado camri cuantitativamente a fonfolipidos,

.~ Por RADH,~ Para el caoo de! prpel regulador de la
actividnd de¢ nuestrn enzima por &l RADH in vivo, nos parecid en
un principio man ndecundo referirnos a la influencia que pudiera
tener la relacién NAD'/NADH y no 1a concentrucién aielada del
RADH, Holzer, Holser y Schultz (1955); Holtzer, Schultz y Lynen
(195%6) y Rcher y Kleingenberz (1958) han demeostrado que la relae-
cién sustrato oxidado/eustrato reducido multiplicado por la cona-
tante de equilidbrio de la enzima correspondiente ea igual a la re-
1neién NAD*/NADH libre (no unidos =& protef{na) presente en la frac-
0ién subecelular donde se localiza 1ln deshidrogenusa con Cuyos 8uge
tratos ne esté trabajando, Al pretender aplicer tales conceptos a

1a Neurospora nos encontramos con que no posaee deshidrosenasa ldc- |

tica piridfn nucleétido dependiente, que cerfn la enzima de elec-
cién para el eatudio de la ralacién NAD¥/NiDH en el sobrenadante
de 105,000 x g, lugar de Joealizacién de Ja zlucocicloaldolasa,

Tambien se ensiyé 1n actividnd de la deshidrogennsn alcohdlica y

la alfa glicerofosfato deshidrogenaaa, en ambaa fue muy baja, Por
lo tanto no se tuvo una enzima, presente en el sobrenadante de ;
105,000 x g, que tuviera unh elevada actividnd como deshidrogenusa |
piridfn nucledtido dependiente y que permitiera obtener la relacién

NAD*/NADH, Aunque Be encuentra /) margen de la presente tesin, es

necemario hacer jncapié en o' denconocimiento del metabolismo de

la Neuroapora orasaa on rejancién con 1a reoxiducidén del NADH lJoca-

- da 1 d1nln,
11?(‘&0 en ]“ I‘orcién 80 t‘ do 18 call s




k L3
1a relacidn NAD” /KADH me realisd 1na determinncién directa de lom

- en un s8olo genm, el reasponsnble de la formacién de la glucosa~be-

Al no poderme determinnr indirectumente Jos vnioras do
distintom piridfn nucledtidoa cejulnren Yy con la idea de modifi-

enr 8u relmcidn oxidados/reducidon an e) micelio de N, crassa se

utilizd 1n mutante coloninl 2 (col=2), ¥s enta unn mutante morfo]é—i

gicn de R, crnnesm que ha nido entudiada y parcinlmente caracteri-
zada por Brody y Tatum (1966), en mu opinién posee una mutacidn
P denhidrogennsa, KNosotros al estudiar la mutante encontramos qué
presentn alteraciones discretas en 1os niveles de piridin nucleé-
tidos oxidadon y reducidos,

lon resultndon los vemos en lus fiwuraa 27 y 28, En 1la
figura 27 sa ha trazndo la grdfica de 1a poza de inositol contra
18 posa de NADH; en contra de lo que podrfa esperarse "a priori"
se obtiene una relacién directa, n mayor poza de inositol mas al$
tos valorap de la poza de NADH, Sin embargo, al graficarse ei la
figura 28, la poza de inoaitol contra la relacién NAD + NADP /
NADH + NADPH que, como se snbe, dn una idea mas real del poten-

cial redox de la célula en el momento de uu medicidén, notamos

que la poza de inositol es menor a1 aumentar la propercién de pi=

rid{n nucledtidos reducidos que actusn como inhibidores de 'la
glucoeciclonldolnen (se presentnron dntos de 1a inhibicidén con el
NADH, recientcmente se ha encontrado que el NADPH tambien actua
como inhibidor de la enzima en estudio). En resumen, el potencial
redox de 1a célula presenta unh relacidén lineal directa con la
poza de inositol, dato que junto con el unterior de la inhibicidn
competitiva de la g]ncocicloaldo]usu por el NADH nos yermiten
projponer que el potencial redox de 1la ¢

£luln participa en 1a re-

gulneidn de 1a biosfntenin del jnositol in vivo.

b,- Por pirofosfato.-= Fn relacién con el pirofosfato
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FIGURA 27



Figuran 27.- Correlacién entre 1a poza de inositol y la de NADH.,
La determinacién de ambos metabolitos se 1levé a cabo en las

mismus muestras y con los métodoa deseritos en la seccidn de

material y métodos, 1n Neurospora, la cepa silvestre o la nutan-
'te col-2 se crecieron en medio pfnimo, suplementadc de sacarosa
al 2 %, con sgitucién continua a 27 ©C durante el tiempo ano-

~fttado en la grdficas,




DPN + TPN /7 DPNH + TPNH
FIGURA 28
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Pigura 28,- Correlacién entre la poza de inositol y el potencial

roedox de 1n célula, los distintos metabolitos se determinaron
como se indica en la seccién de material y métodes, La Neurose
pora ne mane j6 en la forma descrita al pie de la figura 27. Los
circulos llenos se refieren a la cepa eilvestre y los circulos

vacfon a la mutante col=-2.




- recordemos que la constante de inhibicién aparente frente
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2 la

ueocicloa -
8l e. ldolasn en del orden de 10 6 M, mientras que 1a cons=

tante de Michnelis para 1a gluconu-6-P es del orden de 10.3 .
Para variar lu concentracién intracelular de pirofos-

fato #e hirzo crecer 1n Heuronporn en un medio con 1/100 de la

concentracidén normal de fosfuto inorgdnico, Loa resultandos sobre
varios pardmetros seleccionados apurecen eh la tabla 15, Al dise

minuir la concentracidén de foafnto en el medio de cultivo de la

Neuronporn el crecimiento disminuye un 45 % pero la poza de pi-
rofosfato baja 4 veces mientras que lu de glucosn-6-P solo decrece
sn un 29 %4: ante estos cambios oboervamos que la poza de inositol
sube, 3% %, y paraddjicamente 1la actividad de la glucocicloaldola-
sa dieminuye 2.7 veces, Aceptando rque la actividad de 1a enzima |
in vitro, ens-yadn en condiciones 6ptima5, representa la "cunti.
dad"” de la enzima in vive, entonces, une interpretacién que estd
de acuerdo con 1om datos experimentales es la siguiente: con la ¢
concentracién alta, la mormal, de fésfore inorzdnico, una mayor

eantided Ae enzima, al estar inhibida por el pirofosfato, nos da

una poza menor de inoasitol, mientras que, al disminuir el pirofoe-

fato, una menor cantidad de enzima, menos inhibida, produce una
mayor poza de inositol.

Estr interpretacidn se ve apoyada por los datos de la
figura 29 en que sa tienen los valorea de la poza de inositol con-
tra la actividad de 1la glucociclorldolasaj dan un coeficiente de
correjacién de 0,81 con una p < 0,001, Ta relacién entre los dos
pardmetros escogidos es inversu, & manor poza de inositol se obtie-

ne una mns alta nctividad de 1a enzima, cuantificada in vitro en

condiciones &ptimas, mismas éen Jas que no ocurre 1la acumulacidn

aimu) tdnenmenta, los valores menores de actividad




TABLA 15

MODIPICACION DE VARIOS PARAMETRO3 Al CRECER NEUROSPORA CRASSA
CON URA CONCERTRACIOR LIMITANTE DE FOSFATO EN EL

¥EDIO,
Concentracidn de foe=
fato sn 2l medio (m¥M) 36.8 0,368
Crecimisnto (mg peso
seco) 8.5 43,3
Porr de inositod 8,90 X ,61 12,00 %,
{umolns/g de prot,) (9) (10 4
Actividad de la gluco-
ciclonidclnan (umolas/ 4,36 * .67 1,60 X o8
g de prot/hora) (9) (9)
Poeza de Gluc-6-P 2.14 = ,05 1.52 2,10
(umolas/g de pesc neco) (8) (12)
Poza de pirofosfate 6.08 2 1,08 1,46 1 .21
(umolan/g de peso seco) (8) (5)

El micelio crecido durante 48 horns con azitacidén continua en
medio minimo suplementado de sacarcen al 2 ¥ y con las concen-
tracionea da fosfato indicadas en 1n tubla se cosechd por fil-
tracién y succidén, Se usuron muestras diferentes para cuantifi= °
cnr los distintos pardmetros nnotados, Para medir la uctividad
de 1a glucocicloaldolansa sl micelio se homogenizé en wn howa 2~
nizador de tipo Potter-Elvehjem com Tris O.1 M pH 7.7; se cen- /
trifugd a 10,000 x g durante 10 minutos y es sobrenadante se i
usd para 1a Jeterminacién de protefna y como fuente de anzima :
que Be ensnydé en lns condicionea descritas en material y méto- :
dos, In mezcla de jncubacidén con enzima én que la actividad se %
para al tiempo O, por calentamiento en bafio de agua & ebulli- ;
¢ién, ne usé para cuantificar la poza metabéllca de_lnosntgl.

Para Inp determinacionen de glucoaa—G-P y‘pxrofoefapo el micelio

ne homogenizé ripidamente en frio con dcido pgrclérlco 0.6 N en

un Ultra-Turrax y Ae procedid tal como 89 indicé en material y
métodos, Los resultados oe dan en promedio - error estdndar; en-

tre pardntenis esta ¢1 numero de determinaciones, En todos los

casos las diferencins ontre las dos concentraciones de fosfato

diercn una p ¢ 001,
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A molas

2.9 S

de inositol/g prot/hora

FIGURA 29
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- 1/100 ds 1la concentracién normal,

Pigura 29.- Correlacién entre los niveles basales de inositol

y la actividad de la glucocicloaldolasa en preparaciones de
K. crasua ¢recida a dos niveles de concentracidén de fosfato

en ol madio de cultivo:™( e ) concentraéidn normal y ( =)

Cuando los fosfatos elimi-
nados dol medio se sustituyen por una cantidad equimolecular

de XC1 se obtienen idénticos resultaios, Los datos presentadoe

en la figura corresponden & las determinaciones individueles

de los promsdios anotados en la tabla 15,




4e 1a glueocicloaldolnda se registraron cuando la poza de inosi=

' t0) existente fue mayor,

.
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CORCLUSIONES,




El mio inositol em o) mas abundante de los inositoles

en la naturalosga y ee encuentrn distribufdo en formé casi uni-
versal, En las cédlulana que lo poseean existe tanto en su forma
libre como constituyendo rarte de varias moléculas de interds
fisiolégico como la fitina, el fosfatidilinositol, los polifos-
foinosftidoa, eto, El mio inositol participa en variaé vias me-
tabdlicus que ses hun resumido en la figura 4., Aunque no se sabe
con certeza el (los) papel (es) fisiolégico (s) del mio inositol
se le hao relacionado con los siguientes aspectos: factor de cre-
cimiento en algunos microrganismos, vitamina, agente lipotrépico,
utilizacién y transporte de aminodcidos, s{ntesis de nucleétidos,
transporte de cationes, secrecién glandular, transmisién nerviosa,
ocontraccién mitocondrial, eatabilizacién de macromoléculas, etec,
Fn date trabajo se demuestra que el mio inositol se

sintetiza en Neurospora crassa por una sola enzima, la glucoci-

cloaldolasa, que lo forma & partir de la glucosa-6-foafato,

La enzima oe purificé parcialmente y posee la siguien-
tes caracteristicas: absoluta dependencia por NaD? que no se pu-
do detectar en forma reducida en el curso de 1la reaccién; pH 6p-
timo de 7.7; linearidnd en eu actividad con la concentracién de p

prote{na; linearidnd en su potividud con el tiempo hasta por 4
1}

horas; es nctivada 4 veces por el NH,; lu-energia de activacién

es de 14,000 crlorian X mol~'; 1n constante de Michaells aparen-=
L]

. , 5 want s de
gn-6-fosfuto €8 de 1.9 mM y para el NaU &8 4s
46

te para la gluco
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, -6 :
2.} x 107 M; pomee un peso molecular aproximado de 150,000; no

actua sobre los siguentes compuentoa gulnctosn-b6-foafato, manosA=
6-fosfato, fructosi-6-foafuto dcido 6-fonfeglucénico, glucosona-
6 fosfato, 2-ceto inonosn fosforilada, glucosa, glucosona, 2 ceto
inonosa y 4 ceto inososa; entre los inhitidores ensayados sobre-

enlen el NADH, inhibidor competitivo del NAD* con unn constante
-6

de inhibicién aparente de 4.0 x 107 M y el pirofosfuto, inhibi-
dor competitivo de la glucosa-6-fonfnto con una constante de in-
hivieidédn aparente de 1,1 a 4.5 x ‘lO"6 M; no es posible aislar 15-
termediarios de la reaccién que parece llevarse a cabo por una ¢1-
eligacién directa por medio de una condensacién de tipo aldélico,
ILa enzime estd localizada en el sobrenadante despues de %

 ssdimentar los microsomas a 105,000 x gravedad. Los datos experie

mentales demuestran que in vivo la regulacién de la actividad de

~1a glucocicloaldolasa satd influfde por el potencial redox de la ﬁ

célula {relacién NAD* + NADP*/KADH + NADPH) asi como por la con-

centracidén de pirofosfato localizado en e] micelio de la Neuros-

pora: una mas alta relacién WAD* + NADP'/NADH + NADFH nos mues- |

L%ra unA mayor poza de inositol gue tumbien se detecta al provoe-

Vbar»una disminucién en la poza de pirofosfato,
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