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o. NOMENCLATURA

En los desarrollos y discusiones que se presentan a lo largo del
texto;,emplearemos la nomenclatura y abreviaturas que siguen, las cual®
se ajustan a los criterbs enunciados por Cleland(1963) y a la estable
cida por los principales autores de la Teoría del Control de Flujos.

0.1 . Sustratos y productos del sistema.

A,B,C.... Sustratos de la ruta metabólica en el mismo orden en el -
que se incorporan a la ruta.

a,b,c.... Concentraciones respectivas de esos'sustratos.

Productos intermedios de la ruta.

^1'"2'^3'' Concentraciones respectivas de esos productos.
P<QíK.---.. PiOauctos de la ruta metabólica en el mismo orden de sali

da.

E,

0.2. Enzimas del sistema.

Primera enzim^a de la ruta, la cual incorpora el sustrato A
al sistema.

Concentración de esa enzima.

^c''*' Otras enzimas del sistema, cuando esta denominación es posible, las cuales incorporan los sustratos B y C respecti
vamente a la ruta.

Sus concentraciones respectivas.

?1 , E^jE,... Enzimas correlativas del sistema que.actúan sobre X ,X y-
.., respectivamente. 1 2 -'

Enzima genérica del sistema.

^1 '^2'^3'''" Sus concentraciones respectivas.
Concentración de la enzima genérica E..

^A' '^2'^3"" reacciones catalizadas por E «E., ,E y E
...., respectivamente. A 1 2 3

^i Velocidad de la reacción catalizada por la enzima genérica
"i'

\'^1'^2'''''3" 'Velocidades máximas dé las enzimas E ,S ,E„y E_.. .respecti
vamente. a i z j .

Velocidad máxima de la enzima aenérica E .
i

Constantes de Michaelic de las enzimas E ,E, ,E„.. .para los
sustratos A,X. A 1 2



Constante de equilibrio(con un superindice indica el paso-
o pasos a los que se refiere) y en el sentido en que está-
expresada. Ejemplo:

1 -3 3
K  ~ "
eq X.. eq

g jg-.g Expresión de la actividad enzimática de las enzimas E^,E^,^  E>, ,. . .respectivamente usada en la f^mulación de los Coe
ficientes de control, cuyo valor ,es MX . K

a  "Actividad enzimática"I ^MX \. K de la enzima genérica E .^i ^ kT /
M

También;

F: Flujo del sistema de una ruta metabólica dada.

C: (con cualquier subíiidice C^,C^ ,C^C^)cualquier constante
del sistema previamente descrita o en el mom.ento.

0-3, Parámetros sistémjeos y coeficientes.

El análisis del control de los sistemas metabólicos emplea dos -
tipos principales de Coeficientes; los Coeficientes globales y los Coefi
cientes locales. La nomenclatura establecida recientemente por los prin
cipales autores, que se'sigue en el texto es la siguiente:(Burns,J.A.1985).

Coeficientes globales o sistémicos Símbolo Nombre

"bV /-bP P . . . Coeficiente
— / • V ■ P «a® control

donde V es cualquier variable del sistema(flujo, concentración de inter
mediarios, energía libre, etc...) y P es cualquier variable independien
te cuyo cambio provoca un cambio en V(concentración de la enzima, número
de turnover, etc....).

Así tenemos:

C^ Coeficiente de control del flujo para la enzima E..
E. ^
1

C^ Coeficiente de control del Flujo para el sustrato A.
A

Coeficientes locales Símbolo Nombre
"b V / 'd_S _ "3 V ^ Coeficiente de

V / S "5 S V S elasticidad

donde v es la velocidad de cualquier entidad aislada del sistema(enzima,
permeasa, transportadores, etc...) y S es cualquier especie molecular
(efector) que afecta a v directamente(sustrato, producto,inhibidores,etCi)
Así: Coeficiente de elasticidad para la reacción ca-

^A talizada por E^ para el sustrato A.



Hasta ahora diversos autores han empleado diferentes símbolos ,y
nombres para referirse a los Coeficientes de control del flujo. Señala
mos aquí los más frecuentemente utilizados en la casi totalidad de Ios-
trabajos publicados en este campo hasta el momento.

FEl coeficiente (coeficiente de control del flujo para la -
enzima E¿) se cita como Z ̂ (Coeficiente de sensibilidad) y como Cg.(Fuer
za de control). ^

FAl coeficiente C^ se le ha llamado Coeficiente de respuesta, R.
ve, coeficiente de controlabilidad, son el símbolo y nombre dados al ac
tualmente citado como £ , aunque se refería principalmente al efecto-
de activadores o inhibidores sobre la velocidad del paso de reacción in
dividual. Se llamaba antes coeficiente de elasticidad al que se de
nomina ahora pero S antes se refería sólo a sustratos o productos-
de una ruta metabólica. Finalmente los denominados elementos de la ma
triz de controKo sensibilidad del Sustrato)s|;j donde S. representa la
concentración de un intermediario dado, son simbolizados"ahora como C 3.

0.4. Enzimas, sustratos y efectores usados en la experimenta
ción .

Enzimas Nombre trivial

Aldolasa Aldolasa

CK Creatinaquinasa

Ffa Fosforilasa-a

PFK Fosfofructoquinasa

PGI Fosfoglucosaisomerasa

PGluM Fosfoglucomutasa

-GDH Glicerol-3-f osf atodes

hidrogenasa

GK Glucoquinasa

G5P-DH Glucosa-5-fosfato-des

hidrogenasa ~

HK Hexoquinasa

LDH Lacticodeshidrogenasa

Nombre sistemático

D-Fructosa-1,6-difosfato-D-gliceral-
dehido-3-fosfoliasa.E.C.4.1.2.13

ATP:creatina N-fosfotransferasa.E.C.
2.7.3.2.

1 j 4-o< -D-glucan:ortofosf ato o< glucosil
transferasa.E.C. 2.4.1.1.

ATP:D-fructosa-6-fosfato 1 fosfotrans
ferasa.E.C.2.7.1 .11 .

D-Glucosa-5-f osf atocetoisomeras a.E.C.
5.3.1.9.

o( -D-glucosa-1 ,6-difosfato: -D-glu-

cosa-1-fosfatofosfotransferasa.E.C.-
2.7.5.1.

sn-glicerol-3-f osf ato: NA]3^2-oxireduc
tasa.E.C.1 .1.1.8.

ATP:D-glucosa-6-fosfotransferasa.E.C.
2.7.1.2.

D-glucosa-5-fosfato:NADÍ-1-oxireduc-
tasa.E.C.1 .1 .1 .49.

ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa.E.C.

2.7.1.1.

L-láctico;NAD''"oxidoreductasa.E.C. 1 .1 .
1 .27.



Enzimas

TIM

Nombre trivial Nombre sistemático

Triosafosfatoisomerasa D-gliceraldehido-3-fosfatocetoisome-
rasa.E.C.5.3.1.1 .

Sustratos y efectores.

Nombre trivial Nombre específico

ATP

E4P

F2,6P2

F6P

GAP

GIP

G1 .6P2

G6P

NADH

NADP"*"

NADPH

Pi

R5P

S7P

X5P

Adenosina-5'-trifosfa- Adenosina-5'-trifosfato,
to.

D-Eritrosa-4-fosfato D-Eritrosa-4-fosfato.

D-fructosa-2,6-fosfato (X -D-( +)-fructofuranosa-2,6-difosfa-
to.

D-f rúo tosa-6-fosfato jx-D-( + )fructofvLranosa-5-fosfato.

D-gliceraldehído-3-fos D-gliceraldehído-3-fosfato.
to.

D-glucosá-1-fosfato oC-D-( + )glucopiranosá-6-fosfato.

D-glucosa-1,6-difosfa- o^-D-( + )glucopiranosa-1 ,6-difosfato.
to.

D-glucosa-6-fosfato d-D-(+)-glucopiranosa-6-fosfato.

(i -Nicotinamida-adeni- Difosfopiridina nucleótido reducido.
na-dinuoleótido reduci

do.

P -Nicotinamida-adenina- Trifosfopiridina nucleótido fosfato,
dinucleótido fosfato

ft -Nicotinamida-adenina Trifosfopiridina nucleotido fosfato
dinucleótido reducido - reducido

fosfato.

Ortofosfato Ortofosfato

Ribosa-5-fosfato D-Ribofuranosa-5-fósfato.

Sedoheptulosa-7-fosfato Sedoheptulosa-7-fosfato.

Xilulosa-5-fosfato Xilulosa- 5 -fosfato.



1 INTRODUCCION

1.1.- Regulación del metabolismo: Situación actual.

Desde el establecimiento de las principales rutas metabólicas -
(glicólisis, gluconegénesis, ciclo ^tricarboxilico, etc.) el campo de
investigación posiblemente más destacado sobre el metabolismo ha sido-
el estudio cinético de las distintas enzimas implicadas en las ruta's me
tabólicas incluyéndose los fenómenos reguladores, particularmente aque
líos que pudieran presentarse in vivo. El estudio cinético de cada eñ
zima individual se ha hecho preferentemente con enzimas purificadas a-
fin de reducir el sistema experimental a su expresión más simple y así
poder atribuir cada efecto a la enzima particular objeto -de estu
dio. El objetivo era comprender el funcionamiento de la enzima cuando
se estudiaba como una especie molecular homogénea. Los estudios ciné
ticos de enzimas individuales han conseguido asi aportar un conjunto -
de valiosa información sobre el comportamiento de cada enzima con res
pecto a múltiples variables. Con todos estos resultados se han elabo
rado esquemas y modelos de regulación de cada ruta metabólica que en -
general son coherentes explicando la regulación de cada ruta metabóli
ca y las interconexiones entre varias de ellas.

Los mapas metabólicos obtenidos al trabajar de esta manera, re
sumen de forma elegante y sencilla gran parte de los conocimientos que
sobre las sucesivas transformaciones químicas y movimientos de solutos
a través de membranas se dan en microorganismos y células animales y -
vegetales. Son el resultado del trabajo inteligente y eficaz de una -
generación de bioquímicos dedicados a desentrañar las bases molécula—
res y los principios reguladores de la actividad celular.

Esta integración de los diferentes efectos reguladores particu^
lares en esquemas más generales tiene, sin embargo, importantes limita
cienes. En primer lugar se trata de representaciones cualitativas de-'
los flujos que tienen lugar en el interior de la célula en unas condi
ciones que, además, no se especifican. Por otra parte, constituyen una
imagen congelada de la realidad, resumiendo información estática al no
hacer referencia alguna a la dimensión temporal. Tampoco indican velo
cidades, ni flujos a través de las rutas, ni aluden a la distribución-
cuantitativa y variable en el tiempo de un flujo de entrada entre dos-
ramas de una bifurcación. Finalmente no muestran la compartimentaliza
ción cuantitativa de los solutos entre los distintos orgánulos subcelu
lares y no hacen referencia al mantenimiento de las concentraciones y-
gradientes a través de las membranas.

Una consecuencia de esta visión estática es el hecho de hacer -

recaer el control de la regulación de las rutas metabólicas en uno dé
los pasos de la misma, acuñándose para éstos, términos como "puntos de
control" o "pasos limitantes" en el sentido excluyente con que normalmen
te se usan. Este vocabulario está basado frecuentemente én extrapola
ciones cualitativas a la ruta metabólica completa de una información —
que ha sido obtenida generalmente del estudio de enzimas aislada. Ciér
tamente es muy importante el conocimiento cuantitativo de la cinética-



de las enzimas aisladas, pero la extrapolación de la enzima al sistema
metabólico completo ( y de la enzima a la célula viva) está formalmen
te injustificada en sistema no lineales y conduce al establecimiento de
conceptos erróneos.

Sabemos que los sistemas biológicos están constituidos porü-mu--
chos y variados componentes y que existen entre ellos complejas inter
acciones. Los procedimientos analíticos nos han permitido conocer gran
-parte de la estructura de tales sistemas. Sin embargo son limitados-
cuando se trata de comprender su funcionamiento y regulación. Esto es
asi porque en cualquier sistema biológico existe una determinada jerar
quización, de tal manera que una función biológica dada no viene deter
minada únicamente por una estructura particular sino también por el —
contexto de una organización en el que dicha estructura se encuentra
sumergida. Este hecho debe tenerse en cuenta a la hora de intentar Su
descripción total o parcial. La gran complejidad que muestran en su -
forma de actuar no puede, pues, desentrañarse estudiando sólo sus par
tes constituyentes sino que es preciso examinar también la respuesta
del sistema completo. Unicamente por la combinación de estos dos enfo
ques alcanzaremos información suficiente para entender el funcionarri
miento de los sistemas vivos.

En relación con el segundo de los enfoques aludidos, en los úl
timos años se ha despertado un creciente interés por los mecanismos por
medio de los cuales los flujos de las rutas metabólicas están sometidos
a control en células intactas, órganos, tejidos u organismos. Con este
fin se han desarrollado principalmente dos tipos de modelos, los mode
los experimentales y los modelos matemáticos. Los modelos experimenta
les tienen su primer precedente en los trabajos de E.Büchner, en 1 .'897-
cuando descubre que la fermentación alcohólica pueden provocarla ; Ios-
extractos de levadura exentos de células. Básicamente Büchner operaba
con una ruta metabólica completa que transformaba glucosa en etanol. -
Más recientemente'' ya ,hay que destacar los trabajos de Scopes (1 971,197^
1974), que ha reconstituido el sistema glicolitico del músculo de cone
jo a partir de enzimas purificadas de la misma fuente y ha estudiado
la influencia de diversas perturbaciones simulando distintos estados -
fisiológicos.

Entre los modelos matemáticos citamos en primer lugar el traba
jo de Waley S.G.(1953) quien desarrolla un modelo teórico sencillo pa
ra una ruta metabólica de tres enzimas, generalizable a n, concluyendo
que el flujo a través del sistema depende en general de todas las enzi
mas de la ruta. Higgins (1963,1965) desarrolla una teoría sobre el —
control en las reacciones celulares e introduce el concepto de Coefi
dente estequiométrico de reflexión. Poco después aparecen los traba
jos de Savageaú' (1969;1971,a,b; 1972) quien considera diversas formas-
de aproximación a sistemas biológicos, incluyendo la simulación con or
denador y establece el concepto de sensibilidad. Los trabajos de Sava
geau tienen el interés de que sus conclusiones son aplicables a todos-
Ios sistemas de regülación conocidos y constituyen, la primera revisión
en la que se plantea la extrapolación de los datos cinéticos de cada
enzima individual para aplicarlos a una ruta metabólica compleja. Hay
que citar que también los trabajos de Wright (1981) y de Easterby (197^



1981) que estudian y extienden el tratamiento al estado de transición.
Varios autores han desarrollado el estudio del control de los flujos -
metabólicos por medio de la simulación con ordenadores (Garfinkel, 1 965;
1966,1971; Kohn, et al, 1979, 1983; Heinrich y Rapoport, 1974 a,b,c).

Finalmente otro modelo teórico es el aportado por Kacser yBurns
(1973). En ese año dichos autores exponen la Teoría del control de f lu
jos, la cual consiste básicamente en la definición de los distintos —^
Coeficientes de control y elasticidad y en la descripción de las rela
ciones algebráicas que los relacionan. Al mismo tiempo estos autores-
(1973) desarrollan un modelo cinético de una ruta metabólica lineal —
con baja saturación para todas sus enzimas y le aplican su Teoría del-
control del Flujo.

Posteriormente esta teoría ha sido desarrollada por estos mis—
mos autores (Kacser, 1982; Kacser et al 1979; Kacser y Burns 197^1981)
y por Rapoport (Rapoport et al 1976; Heinrich y Rapoport, 1975,). Todos
estos trabajos han establecido un sólido cuerpo teórico para la inves
tigación del Control de los flujos en células intactas. Responden a -
la necesidad de una teoría general y rigurosa que permita a un tiempo -

realización de experimentos sobre la regulación metabólica que nos-
lleven a resultados cuantitativos y la interpretación precisa de los -
mismos. Este tratamiento ha dado ya resultados dignos de interés.
Groen et.al (1982 b) han resuelto el problema de la regulación de la -
fosforilación oxidativa y el mismo equipo (Gróen et al, 1982,a) han -
puesto de manifiesto el escaso papel regulador de la fosfoenol piruva-
to carboxiquinasa en la gluconeogénesis replicando a los artículos de-
Rongstad (1979) y Akerboom(1979). Rapoport et al (1974, a,b,c) ha es
tudiado la regulación de la glicólisis en eritrocito y la influencia -
del pH sobre la misma. Fell (1984) ha determinado los Coeficientes de
control del flujo por la enzima, de las enzimas glicolíticas de levadu
ra, aportando nueva información sobre la regulación de este proceso.El
equipo de Kacser (Flint et al, 1980,1981; Kacser y Burns, 1981) haapli
cado esta teoría a sistemas in vivo estudiando la influencia de la ac
tividad enzimática sobre el control de rutas metabólicas con lo que ha
logrado explicar las bases bioquímicas de la dominancia genética y dé
los errores metabólicos congénitos y dado una explicación coherente a-
riivel molecular de la dominancia y de la influencia de la heterocigo—
sis en el control del metabolismo.

Todos estos trabajos, realizados en los últimos años revelan la
creciente sensibilidad de importantes grupos de investigación a este -
nuevo enfoque de la regulación del metabolismo y demuestran en nuestra
opinión, que la enzimología clásica no debe permanecer al márgen de es
tos planteamientos. La información que ha proporcionado y su metodolo
gía deben integrarse en esta corriente si quiere encontrar las respues
tas a sus interrogantes, ya que es imposible comprender el todo limi—
tándose a examinar las partes aisladas.



1.2.- Teoría del control de flujos.

La Teoría del control de flujos enunciada por Kacser y Burns en
1973 y por Heínrích y Rapoport (1974 a); y desarrollada por los. prime
ros (1974j 1981) y por Rapoport (1976) se basan en el tratamiento desa
rrollado anteriormente por Higgins (1963), el cual analiza las respues
tas de los sistemas enzimáticos en términos' de los denominados "Coefi
cientes de reflexión".

La ecuación cinética (de velocidad) de una ruta metabólica es -
una función compleja gue puede tener cientos de variables y parámetros.
Para distinguir la velocidad de transformación de un paso determinado -
de la velocidad de transformación global llamaremos flujo a ésta última
y mantendremos el término velocidad para hacer referencia a pasos concre
tos implicados en la ruta.

Los parámetros del sistema (mejor que constantes) son; el núme
ro total de enzimas que intervienen, el orden en que actúan(su estructu
ra topológica), las constantes cinéticas de todas las enzimas (tales co
como concentración de cada una de ellas y constantes de equilibrio ~
cada paso). También son parámetros la disposición espacial de las enzi
mas, de no ser homogénea su distribución incluyendo la expresión de si
tuaciones de compartimentalización.

Las variables son de dos clases. En la primera se incluyen ---
aquellas que no exhiben cambios sensibles como consecuencia de la acti
vidad del sistema y que aunque ejercen una influencia notable sobre su-
comportamiento se supone que se mantienen con valores fijos en unas con
diciones fisiológicas determinadas. En muchos casos se pueden conside
rar incluidas aquí la temperatura y el pH asi como otras variables según
el sistema que se estudia. El segundo grupo incluye a^aquellas varia
bles cuyo cambio de valor"tiene un significado fisiológico; concentra-,
cienes del sustrato o sustratos inciales; de productos intermedios y de
efectores principalmente.

Una ruta metabólica puede ofrecer distintas posibilidades de
control en cada una de las enzimas que la componen. En este sentido, -
hay que distinguir dos aspectos, a saber: la posibilidad de que cada
enzima pueda ser regulada por distintas variables, por un lado, y por -
otro el efecto que los cambios de actividad de una enzima provocan en
el flujo de la ruta. Kacser y Burns han descrito diversos Coeficientes
(de control y de elasticidad) que dan cuenta de estas caracteristicas.-
El tratamiento de estos autores se refiere siempre a sistemas en estado
estacionario y su principal interés está en que estos coeficientes se
pueden determinar sin contar con una función explícita de la estructura
cinética del sistema.

El método empleado por estos autores para abordar el problema
del control metabólico es conceptual y metodológicamente diferente
al utilizado hasta el momento presente. Se considera el sistema como
un todo y nos preguntamos: ¿Qué operaciones sobre el sistema nos propor
clonarían información sobre el papel que desempeñan sUs partes?. Para
responder a ello necesitamos hacer,no sólo medidas sobre el sistema in
tacto sino también disponer de un sólido esquema teórico que nos permi
ta interpretar esas medidas.



Todo ello quedará bien ilustrado a partir del siguiente esque
ma de un sistema metabólico simple:

E  E- E

A  > > —> P

Consideremos el sistema ilustrado en el esquema precedente,con
sistente en una ruta metabólica sencilla la cual empieza en un sustra
to,A, y termina en un producto, P, ambos externos al sistema, cuyas -
concentraciones permanecen constantes. Existen n enzimas en la cade
na que catalizan reacciones monosustratos. Consideremos que estas en
zimas permanecen constantes en cantidad y no están por lo tanto some
tidas ni a inducción ni a proteólisis. Para un conjunto dado de valo
res de concentración del sustrato, y velocidad máximas y constan
tes de Michaelis de las enzimas habrá un estado estacionario - -

cuando las concentraciones de todos los intermediarios X^ permanezcan
constantes en el tiempo y la salida (output) dp/dt sea también constan
te. Esta salida del sistema es el flujo, R., a través de la ruta,sien
do el mismo que atraviesa cada paso. El flujo es una función de to--
das las enzimas del sistema puesto que si reducimos la actividad de -
una cualquiera de ellas a cero el flujo se hace igualmente cero.

FA. Coeficientes de control del flujo para la enzima:

Sin embargo, el efecto que una variación en la enzima provoca-
sobre el flujo no es el mismo en todas ellas. Podemos estimar este -
efecto imponiendo un pequeño cambio en una de las enzimas y expresán
dolo como un cambio fraccional de/e, donde e es un parámetro relacio
nado con la actividad de una enzima determinada. Este cambio puede -
deberse a una variación en la concentración de la enzima, o en el nú
mero de tiirnover XK^), o en cualquier otra constante cinética provo
cada por algún factor externo.

Se alcanzará entonces un nuevo estado estacionario con un flu

jo diferente y el cambio fraccional del mismo.- podrá ser expre
sado de la misma forma como dP/F . Una comparación de estas d.os mo(^i
das representa la eficacia del cambio impuesto en la enzima,en-el sen
tido de alterar el flujo.- La relación dF/F/de/e en el limite para —^
de > O es una constante para un sistema particular y se denomina-
Coeficiente de control del flujo para la enzima E; cE..

dF/F d In F

de/e d In e
=  (1.1)

Puesto que F = f E^ , E2> .... En) cualquier coeficiente -
es la derivada parcial de la función flujo respecto a una de las enzi
mas.

El valor cuantitativo de estos coeficientes describe cuán sensi

ble es el flujo a cambios en los parámetros relacionados con la acti
vidad de cada una de las enzimas. La expresión anterior puede ser ex
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presada también como:

dF

de

=  C,
(1 .2)

Expresado de esta forma Cg aparece como la pendiente de la cur
va del flujo frente al parámetro e multiplicada por el factor de esca
la e/F. Puesto que generalmente F y e estarán relacionados de forma-
no lineal el valor de la pendiente cambia con el valor de e(Figural-l)

Actividad enzimática(e)

Fig. 1.1.- Relación Flujo-enzima.-

El flujo en una ruta responde a cambios en los parámetros

de una enzima dada de forma no lineal. Cambios fracciónales -

iguales de la enzima en puntos diferentes producen efectos,di

ferentes. Esta figura corresponde a un sistema en el que F y-

(3 tienen una relación hiperbólica.

Para el caso sencillo considerado aquíj el coeficiente puede
tomar cualquier valor entre cero y la unida-di como se verá más adalan
te (pág. 11). Una enzima cuyo coeficiente Cg tenga un valor próximo
a 1 esj evidentemente! más "importante" para el control del flujo que
otra cuyo coeficiente sea por ejemplo 0.01. El valor particular de un
coeficiente dado dependerá entre otras cosas de la relación de desequi
librio, dé la concentración de enzima y del número de turnover que -

en relación con esos mismos parámetros de las demás enzimasdetenga,
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la ruta, así como del grado de saturación y de la influencia de posi
bles efectores.

Los coeficientes Cg , son, por lo tanto, una medida cuantitati
va de la responsabilidad de cada enzima para el control del flujo. No
es posible según esto, establecer una clasificación simple de las en
zimas en dos clases, controladoras y no controladoras, sino que el
control se distribuye entre todas las enzimas. Descripciones de las-
mismas como "pacemaker" ' o "enzimas limitantes" del flujo son erró
neas y se reemplazan por un continuo de valores entre cero y uno.

A.I.- La propiedad de la Suma.

Una importante propiedad de los Coeficientes de control del flu
jo para la enzima Cg es la Propiedad de la suma. Dicha propiedad esta
blece que la suma de todos los coeficientes de una ruta metabóli-
ca es igual a la \inidad i

n  E

i = A, 1.2

Consideremos el caso general en el que todas las enzimas obede
cen a cinéticas.michaelianas o más complejas, incluyendo efectos de -
saturación, feedback o activación. La única suposición que haremos -
es que las expresiones de la velocidad de cualquier paso es una fun—
ción de la forma

^  ~ ® f ^vj > ^2"' > ^1' ■''' *^1' ^2"''' ^1' ^^2*'' ^eq
en la que aparecen implicados la concentración del sustrato a, de los
intermediarios (x), cofactores (co) e inhibidores (i); las constantes
de velocidad (k) y la constante de equilibrio (K ). Por otra parte ,
la velocidad es una función lineal de la concentración de la enzima,o
del número de t\irnover. Esto junto con la suposición de que estamos
en estado estacionario conduce inequívocamente a la Propiedad de la -
suma antes citada (ecuación 1.3).

Si tenemos a la ruta metabólica (Fig.1.1, pág. j'o ) en-estado -
estacionario y hacemos un cambio simultáneo en el parámetro e de todas
las enzimas por el mismo factor c< , de forma que no se altere la con
centración de productos intermedios, el flujo habrá cambiado por el -
mismo factor y podremos escribir:

dF de^ de2
=

y también:
^1 ®2

dF _ ^ .de^ + ^ .de, +
~ "T A 1

■C) ®A í ^
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lo cual expresa que el cambio total en el flujo es la suma de las dis-
tintas contribuciones parciales.

■  Dividiendo por F la expresión anterior-

dF F e^' ^

"i e F ® ' e F e
A  A 1

_F

1

Sustituyendo el valor de Cg, de la expresión (1.2)(pág. 10 ) y-
el factor de modificación del sistema o( = de/e resulta:

Oí. = 4 • 4 +
A  1

con lo que se obtiene

F21 Ceí - 1

i=A f 1}2.. ...

Esta propiedad se demuestra igualmente para sistemas más comple
jos con enzimas que catalizan la extracción de productos intermedios -
de la ruta. En este caso dichas enzimas tendrán Coeficientes de con
trol del flujo negativos. Fuera de estos casos, lo normal es que Ios-
coeficientes c| tengan valores entre O y 1.

Lo interesante de esta propiedad es que la determinación de un-
coeficiente C? información global sobre la regulación de
sistema,; es posible que en una ruta metabólica, la mayor parte de los
coeficientes tengan valores muy bajos y que sólo hayan dos o tres con
valores significativos. En principio, es de esperar que las enzimas -
que estén en gran cantidad tengan coeficientes muy bajos, si no iguai-
a cero; pero asimismo, también puede ser raro el caso de que un coefi
ciente tenga un valor 1 y todos los restantes cero, por lo que no tie
ne sentido hablar de un paso limitante en una ruta.

A.2.- Otros Coeficientes de control.

LO mismo que se ha definido el Coeficiente de control del flujo
para la enzima se pueden definir otros Coeficientes de control del flu
jo para otros efectores. Así, si un efector Q afecta a la actividad -
de una enzima ,C^ representa el Coeficiente de control del flujo para-
dicho efector.

F  dF q
C  = .

2  dq F

Este coeficiente es el inicialmente denominado Coeficiente de
Respuesta ,R.

Existen además otra serie de coeficientes de control. Cgj, que-
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conforman la cSencminada matriz de elementos de control por Heinrich y Ra
poport (1974). Dichos Coeficientes se definen como:

dx / de d;JILy> x .
J  / ± ^ ' 3

"i j ' "4
Estos coeficientes miden el efecto de las enzimas sobre otra va

riable sistemicá : la concentración de los metabolitos. En una ruta-
metabólica las enzimas que preceden a un intermediario X • tendrán coe
ficientes positivos (un incremento en la concentración-'de la énzi—
ma E^, provoca un aumento de la concentración de X. mientras que' las—
posteriores en la secuencia téndrá.n valores negatl'^os de este coeficien
te. Los valores positivos y negativos de estos coeficientes .se anulan-'
mutuamente demostrándose fácilmente(Heinrich y Rapoport,1975), que:

J = 1

21 = O
i =A,1 . . i

Esta Propiedad es general, y como es obvio, no está limitada a
rutas meta.bólicas lineales.

B.- Coeficientes de elasticidad.

Otros coeficientes descritos por Kacser y Burns son los denomi
nados Coeficientes de elasticidad. Estos se refieren a cada paso de -
reacción de una ruta metabólica y no al sistema completo, con respecto
a un sustrato o efector determinado. En el sistema metabólico mostra

do anteriormente el Coeficiente de elasticidad del paso de reacción ca
talizado por la enzima E para un sustrato de la misma X viene definido
por

=  (1.4)
dx V

X,

Para un efector Q de la misma enzima:

(1.5)
dq V

Estos coeficientes describen el cambio infinitesimal en la velo
cidad V ("aislada"del sistema ) como consecuencia de un cambio infini
tesimal en la concentración del sustrato X o del efector Q. El valor-
de este coeficiente es, pues, una propiedad local y no una propiedad -
sistémica como lo son los coeficientes de control. El valor de o-
¿Q depende de las concentraciones de todos los demás productos^in—

termedios y efectores que puedan influir sobre v.

Un comentario aparte merece el coeficiente de elasticidad de —
una enzima para su sustrato, el cual lógicamente será un intermediario
(o sustrato)de la ruta. En este caso, al ser la concentración de los-
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intermediarios en un estado estacionario dado una variable dependiente
el valor de la elasticidad para el sustrato de una enzima dependerá de
todos los parámetros del sistema. Estas elasticidades son por lo tan
to efectos antes que causas y es incorrecto preguntarse si un efecto
como es la concentración de un intermediario dado controla otro efecto
(el flujo) cuando la realidad es que uno y otro son mutuamente interde
pendientes. El valor del Coeficiente de elasticidad depende del valor
de V y del grado de saturación> siendo mayor cuanto menos saturada esté
la enzima y cero cuando está totalmente satiirada (Fig.1 .2)

o<e;<i

Concentración dei sustrato X ConccntJOjcn cM sustrato X

V

Fig. 1.2.- Variación del Coeficiente de elasticidad de una
enzima con la concentración del sustrato X.

a) Cuando la enzima tiene cinética hiperbólica el Coefi

ciente de elasticidad oscila entre O (enzima totalmente satura

da) y 1 (enzima a baja saturación).

b) Si la enzima tiene una cinética como la mostrada, el -

Coeficiente podrá tomar valores superiores a la unidad,
X

B.1 .- La Propiedad Conectiva."

De acuerdo con las definiciones del Coeficiente de c(^trol del-
flujo para la enzima C^ y del Coeficiente de elasticidad ¿ se puede
desdiicir una relación cuantitativa entre ambos p^a las enzimas de una
ruta y su intermediario común. - En la ruta metabólica.

X

podemos hacer cambios en los parámetros de las enzimas E^ y E^, uno po
sitivo y otro negativo de forma que se anulen mutuamente sus efectos.El
flujo de la ruta no se habrá alterado pero el valor de x habra cambiado
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siendo dVx 4 O.

Puesto que para cada enzima se cumple:

dv de

V

tendremos para E, : c^1 . dx
1  = O (1.6)

para E^ : ^ ^
2  ®2 ^ ^

(1 .7)

como la modificación del sistema no ha variado el flujo> podemos escri
bir: ~

_É!_ = o = ^®1 ^®2
.  " S • — V • ^ (1.8)F  . 1 ®i 2 e^

Sustituyendo (1.6) y (1.7) en (1.8)

dF „ „F ^ V, dx _F _v_ dx

— - ° - • — + S, • £x^ •
t  1 x 2 X

(í/e;' • ■■X = o

^ y

como en las condiciones impuestas / o
X

^ V-£,2 = o
1  X 2 X

La generalización de la propiedad correctiva establece que:

,F ^ V
C 6_ x = ° (1-9)

para todas aquellas enzimas que se unan con X como sustrato, producto o
efector. Esta es la segunda propiedad en importancia de los sistemas -
enzimáticos y aplicable también a rutas ramificadas. Es de gran utili
dad práctica ya que puede usarse para determinar unos coeficientes a —
psi^tir de otros conocidos. Revela las bases teóricas que conectan las-
medidas hechas sobre partes del sistema con su papel en el control del-
sistéma.

Como ya se ha dicho más arriba, el valor del Coeficiente de elas
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ticidad para el sustrato de una enzima depende de su grado de saturación-
Si se desarrolla una ruta metabólica en estado estacionario con una de
terminada concentración de sustrato inicial A, no saturante y se pertur
ba el sistema aumentando la concentración de A, se obtendrá un nuevo es
tado estacionario con mayor flujo que antes y con mayor concentración
de productos intermedios X.. Por consiguiente, los coeficientes de elas
ticidad de cada enzima para sus ligandos habránvariado y también lo ha
brán hecho sus coeficientes de control para la enzima.

C.- La distribución de la respuesta.

La respuesta neta de un sistema a una perturbación depende del -
Coeficiente de control y del Coeficiente de elasticidad £ . Demos
traremos que la relación viene dada por la expresión siguienté:

Supongamos que hacemos un cambio diferencial en q,el cual afecta
al parámetro e de una enzima dada E, y simultáneamente provocamos un
cambio opuesto en el valor de ese parámetro e, de tal forma que se anu
len ambos efectos.

En estas circunstancias ni la concentración de los intermediarios
ni el flujo habrán cambiado, haciéndolo únicamente la concentración de-
Q y el valor de e. Estas operaciones pueden ser contempladas a la luz-
de la teoría de dos maneras. Primero consideraremos la situación local
de la enzima. El hecho de que la suma de los efectos de Q y e sobre la
velocidad es nulo, puede expresarse de la siguiente forma:

dv ^ _É3_ + -^ =0 (1.11)
Q  '

V  ̂ q e

Por otra parte, considerando el fenómeno desde el punto de vista
sistémico, podemos escribir el mismo hecho de esta otra forma:

dF F _dq_ F ^ o (1.12)
"  Q ■ EF  ̂ q ®

Dividiendo ambas expresiones por de/e, obtenemos finalmente:

••

Esta situación muestra que estudios realizados in vitro, pueden-
llevar a errores de rpa^diócion- sobre los efectos en la situación in vivo
si no se conocen los Cl . El Coeficiente de control del flujo para la-
enzima es una propiedad siste mica independiente de si un efectcrac
túa sobre una enzima o no y de la intensidad de dicha interacción. Las-
elasticidades son propiedades locales de la enzima en un medio e inde
pendientes de qué cambios se puedan producir en el resto del sistema.
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1.3.- Epílogo.

La regulación del metabolismo, como hemos intentando mostrar al-
principio de esta_ introducción, requiere un enfoque global y cuantitati
vo. La Teoría del Control de Flujos resumida aquí nos proporciona un-
esquema teórico para la interpretación de los datos experimentales asi-
como protocolos para la determinación de los mismos. Una.consecuencia-
de la aplicación de esta teoría es que" términos como enzimas "pacemakeif
(o similares) tienen ahora poco significado(excepto en circunstancias -
extremas) y deben ser reemplazados por un valor, el Coeficiente de con
trol del flujo para la enzima C^ . El empleo de estos métodos y del —
tratamiento teórico anterior permitirá' la cuantificación del control -
de las rutas metabólicas haciéndolo menos esotérico y más accesible a -
los bioquímicos en general.

En la Biología actual y especialmente en la Bioquímica existe —
una gran corriente de interés y admiración por los éxitos alcanzados en
la determianción de la secuencia de aminoácidos de los polipéptidos y —
de nucleótidos de los ácidos nucléicos. Sin embargo estos hechos, an
tes de cuestionar afianzan nuestra convicción de que el conocimiento de
los aspectos energéticos y cinéticos de las rutas metabólicas es de im
portancia fundamental. Cuando se haya introducido el último aminoácido
y  último nucleótido de la secuencia en la memoria de la computadora-
estaremos entonces mucho más informados que ahora. Dispondremos de una
inmensa librería al lado del mapa metabólico, pero los datos, solos o -
junto a los mapas, no nos dirán cómo funciona la-célula viva.
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2.- PLAN DE TRABAJO

La Teoría del Control de Flujos, desarrollada por Kacser yBurns
considera, tal como se ha expuesto, el estudio del control de una ruta
metabólica considerada en su conjunto, con objeto de determinar los
efectos reguladores de cada enzima sobre el flujo total. Aunque los -
estudios sobre regulación metabólica deban hacerse in vivo para obtener
conclusiones fisiológicas, los sistemas in vitro pueden, no obstante,-
ser usados para explorar ciertos aspectos de la Teoría del Control de-
Flujos. De acuerdo con los razonamientos expuesto hasta aquí y con los
resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio se estableció-
el siguiente plan de trabajo, dividido en tres Partes:

PARTE I

A) Desarrollo teórico del modelo matemático que para un sis
tema metabólico lineal han presentado Kacser y Burns ex
tendiéndolo • a situaciones de saturación significativas de
todas las enzimas.

B) Diseño de un método para la determinación experimental-
de los Coeficientes de control del ■flujo para la enzima-
en sistemas experimentales in vitro.

C) Puesta a punto de un sistema experimental in vitro que-
permita examinar la aplicabilidad al mismo del modelo -
teórico y del método de determinación de los Coeficien
tes de control citados.

PARTE II

A) Aplicación del método para la determinación de los Coe
ficientes de control del Flujo para la enzima a siste—
mas metabólicos de estructura topológica no lineal (rutas
convergentes en un punto) in vitro.

PARTE III

A) Profundización en la analogía entre la cinética de las-
enzimas aisladas y la cinética de rutas metabólicas me
diante un desarrollo teórico que permita definir el pa
rámetro análogo a la constante de Michaelis para una ru
ta metabólica para un sustrato dado 0^, y estudiar la -
relación de éste con otros parámetros particulares yglo
bales del sistema.

B) Enunciar una nueva definición de enzima auxiliar a la -
luz de la Teoría del control de Flujos.
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3.- parte i.- Estudio del Control de flujos en un Sistema experimen
tal in vitro.Coeficiente" de contrai de flujo para la en
zima.

3.1 TEORIA

3.1 .1 . Saturación enzimática de un sistema metabólico en esta-,
do estacionario.

En un sistema metabólico en estado estacionario como el conside
rado anteriormente(Introducción, púg. 9 )¡ la ecuación de velocidad de
cada paso (X^ > ) viene dada (Alberty, 1 959) por:

V. ' " x;
1  , 1+1
K. ^ ̂  K ^1

V .

1
1 eq

 = 5^ ^ (3.1)
i  i+1

1 +
K. K. ,
1  1+1

donde Y ^max ̂  las. constantes de Michaelis, para-
sustrato y producto respecivamente> y K es la constante de equilibrio
Para el caso en que la enzima E. no tengM una saturación apreciable por
sustrato y productos = o y ?. / K. = O )la ecuación (3.1)adop
ta la forma: ^ ^ "

V. X.

V. = ^ ( X _ ) (3.2)
K. K
1  eq

Haciendo uso de esta .ecuación para cada uno de los pasos de la -
ruta metabólica, junto con el hecho de que en un sistema en estado es
tacionario» todas las velocidades v. deben ser iguales al flujo a tra
vés del sistema, Kacser y Burns (19^3,1981) obtuvieron una serie de —
ecuaciones diferenciadas lineales en x. cuya solución da una expresión
explícita para el flujo(EcuacionesCA.st y (A.6) en el Apéndice A.)

Consideraremos ahora un sistema en el cual la primera enzima E
tiene una saturación significativa por su sustrato estando el resto de
las enzimas a baja saturación por sus sustrato y/o productos. Entonces
la ecuación de velocidad para el primer paso es:

^A
(a -

V

A  =
eq
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donde

0  = 1 + a +
A

^A

es una constante a partir del momento en el que se alcanza el estado -
estacionario. Las ecuaciones de velocidad para los otros pasos serán-
de la forma:

^i = ^i+1
^  "1? ^1  K 1

eq

Operando con el conjunto de ecuaciones diferenciales de forma -
análoga a como se hizo anteriormente(véase apéndice A) se obtiene la -
siguiente expresión para el flujo, equivalente a la ecuación (A.4)(pág
1 08 ) .

(3.3)

a
P

K

F =
eq

K,C, K. K
A A + 1 + , n

• • • • • • • ~ — M

V, V,K A „ „ A,n-1
A  1 eq̂  n eq

Esta ecuación tiene un carácter algo más general que la (A.4)ya
que describe tanto las situaciones de baja saturación (C^ próximo al)
como aquellas otras en las que hay una saturación significativa^ > 1
Para cualquier valor de a, sin embargo, la magnitud del primer término
queda fijada.

Si consideramos únicamente la actividad de la primera enzima g^
(con saturación significativa) como variante podemos agrupar todo lo -
que es constante en el denominador de (3.3) en (Los parámetros g^
se definen en el apéndice A).

C  1 1 1
K — -I- + ••• ••• +

gi ^2

La ecuación (3.3.) puede ser escrita entonces:

F = ^o (3.4)
C  -I- C
A  K

9a

donde

C  = a -

K
eq
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(3.4) podrá expresarse también como

F = (3.5)

Cí + g
2

donde y c^* = C^/C^

La expresión del parámetro en este sistema es la misma que -
la descrita por Kacser y Burns para un sistema sin saturación aprecia-
ble. Su significado físico es por lo tanto el mismo. C* por su parte-
tiene una expresión diferente a la que le dan Kacser y Burns, pero su-
significado físico sigue siendo el mismo.

Si en lugar de la primera consideramos como variable la activi
dad de una cualquiera de las demás del sistema, el mismo tratamiento-
nos da una expresión análoga.

C)- g.
F  = V—V (3.6)

S + ̂ i

con la única diferencia de que ahora:

C„ =

"

1  1 1
^ + +... + + + ....+

 ®A 9i 9i., g„

y  Cj = 1/c^

Este tratamiento se podrá, pues, generalizar al caso en el que-
todas las enzimas tengan una ' Isaturación significativa por sus sutra-
tos y/o productos. Sus eouaciones de velocidad serán de la forma:

V.

—i— ( X _ \
K. ^ 1 K ■

v_. i ecr'i . r - 1 j. *■: _i Xj
1 =  1 + 1 + ^i = +i

C.
1

K. K. ,
1  1+1

En la expresión (3.3) aparece un término del tipo C. para cada-
ima de ellas ^

a -

F  =
K

eg
k.c. k^c., k c

n nA A 1 1 2 2

\  ̂ V K A 'v K A,1+" V K A,n-1A  1 eq 2 eq n eq
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Las exprssionss de F deducidas a partir" de aquí tienen la misma
forma que las obtenidas anteriormente (3 .5) y (3.6) lo mismo que
las formulaciones de y (véase apéndice A)

c- g.

F = — (3.7)

donde

C  S . ^Í-1 , I
K = + +..• • •+ ~Z + rr a

i-1 if

P

^O ^ K A,n
eq

En general, pues, en un sistema enzimático lineal con sus enzi
mas saturadas significativamente según el valor indicado por los pará
metros C.; el flujo, expresado en función de la actividad enzimática -
de una de ellas (permaneciendo el resto constante) queda descrito por-
la ecuación (3.7); ecuación que tiene la misma forma que la descrita -
por Kacser y Burns para un sistema sin satiiración significativa. La -
diferencia estriba en que la nueva formulación tiene un carácter más -
general, siendo la situación descrita por Kacser y Burns un caso partí
cular de la misma: C. =1.

3.1.2.- Determinación de los Coeficientes del control del flu
jo para la enzima.

Los coeficientes de control del flujo definidos por la expresión:

F  dF ^i
C
'E dg.
1  ̂1

pueden ser determinados a partir de los datos experimentales de flujos
frente a valores de g^ de la siguiente manera:

Al hacer la derivada parcial de la ecuación (3.7) con respecto a
g,' obténemos(para el desarrollo" que sigue véase el apéndice B) :

^ F S
(ci + g,)•^^2 -1

Sustituyendo esta expresión en la definición de tenemos:
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'E. =
1

r' r'
1  ̂2

<C¿ + g)'
(3.8)

Por otra parte, podemos obtener el valor de C de la ecuación-
(3.7). g (c- _ F) 2

c- =

. F

el cual podemos sustituir en la ecuación (3.8) lo que nos da:

(3.9)

C- - F

1

'1
.  C.j es un parámetro del sistema cuyo significado físico es el -

flujo máximo que atraviesa la cadena enzimática cuando la actividad de
tiende a infinito; es decir, representa el flujo que recorre el sis

tema después de la adición de suficiente cantidad de enzima E. de tai-
manera que adiciones posteriores de E. no alterna el valor deí flujo;o,
dicho de otra manera, ^

C| = lim F
> oO

Fig. 3.1.- Flujo de una ruta metab(51ica frente a los valores-,

del parámetro a. .
1

La representación del flujo de una ruta metabólica frente

a los valores del parámetro de una enzima individual mues

tra una relación hiperbólica de acuerdo con la ecuación (3.7).
C^' es un parámetro del sistema que describe el flujo máximo —

conseguido después de una adición grande de al sistema (in
cremento del valor de g^ inicial).
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Este valor se puede determinar en un sistema in vitro obtenido
a partir de un extracto de tejido» añadiendo suficiente cantidad de en
zima. Efectivamente, si el sistema se titula con varias cantidades de
una enzima particular E., debe obtenerse experimentalmente una curva -
como la mostrada en la íigura 3.1, de acuerdo con la teoría.

Fig. 3.2.- Representación de F frente a F/g^.

Los valores de flujos y F/g^ tienen una relación lineal,
la cual corresponde a la representación gráfica de la ecua— —

ción (3.10). Los datos para esta representación pueden obte

nerse en un sistema in vitro por titulación con cada una de -

las enzimas E^. Los parámetros y se calculan directa
mente de estas gráficas, permitiendo determinar los Coeficien

tes de control del flujo para la enzima.
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de(3.7)/^'^^ podemos escribir la siguiente ecuación obtenida a partir
F = - C- + c- (3.10)

1

^Esta ecuación es la de una recta, que se obtiene de la repre
sentación de F frente a F/g. (Fig.3.2), donde el valor de CJ puede cal

intersección con le ordenada. Llegados aqui/es oonve-I
lente destacar^el relativo carácter teórico del valor de CJ obtenido-
por extrapolación de la serie de datos experimentales de titulación —
con la enzima.

Debe tenerse en cuenta que los diferentes valores de g. serefie
ren a la actividad enzimática total de la enzima E. presente en el sis"
tema; dicha actividad comprende la del extracto más la añadida en el -
proceso de titulación. Esto hace necesario el ensayo previo de la ac
tividad enzimática en el extracto. Además, el sistema podrá titularse
con una enzima proviniente de cualquier fuente biológica, siempre que-
se representen los valores de g^ en la gráfica. Puesto que la Keq. es
una constante específica de la reacción, puede reemplazarse g por

ma.x/ .

Es importante destacar que en este proceso de titulación con en
zima, se está suponiendo que el grado de saturación de las enzimas C.-
permanece constante. Esto constituye una limitación del modelo.(-aunque
no del procedimiento) puesto que en general al variar g. varían los ni
veles de los intermediarios y por lo tanto los valores áe C. en cada -
estado estacionario. No obstante en la medida en que estas^variacio
nes sean menores de un estado estacionario a otro,mejor será la aproxi
mación del modelo a la situación real. ~

Los Coeficientes de control del Flujo pueden por lo tanto ser -
calculados haciendo uso de la ecuación (3.9) empleando el valor de F -
antes de la adición de cualquier enzima (flujo basal del sistema)y de
C.J , una vez verificada la relación hiperbólica entre el flujo y la ac
tividad enzimática-

8s otro interesante parámetro del sistema que se puede obte
ner a partir de la pendiente (o de la intersección con el eje de abol
sas) en la Fig. 3.2. Su significado físico es el valor de g. que da -
un flujo semimáximo en el sistema. De las ecuaciones (1.1) y (3.7) se
obtiene la siguiente expresión que permite también el cálculo de los -

icientes de control del flujo haciendo uso de los valores de C' y—
a. . 2
^i

c'
F  2
Cg = (3.11)
i  + g^

De hecho con cualquiera de las ecuaciones (3.7) ó (3.11) pueden
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calcularse los Coeficientes de control del flujo, puesto que son equi
valentes entre sí.

Finalmente es de gran importancia destacar dos aspectos de este
procedimiento de determinación de los Coeficientes de control del flu
jo. El primero se refiere a la predicción que nuestro modelo genera
lizado desarrollado en el apartado anterior nos permite hacer sobre la
evolución del valor del Coeficiente de control del flujo de la enzima-
E., cuando se aumenta la concentración del sustrato de la ruta. Como-
yá sabemos:

F  S . - ̂

1

s
1

donde:

siendo:

S -V=k'

c  c. , c. , c
p  A 1-1 1+1 n

C  = a — / C ' = 1-... H 1" '■••+_
°  K ^ ^i-1 '^i+1

eq

y F es el flujo basal.

Al hacer mayor a, concentración del sustrato de la ruta, C^ au
menta; pero también lo^hará C ' , puesto que aumentan los niveles de -
los intermediarios. El nuevo valor de C! podrá ser mayor, igual o me
nor que el original según sea la magnitud de los incranentos de C^ y C^
F por su parte aumenta a medida que aumenta ^ .

_Fr
De todo esto se deduce que el nuevo valor del coeficiente C^ po

drá ser mayor, igual o menor que el anterior, reflejándose así la im
portañola relativa de las interacciones del sustrato e intermediarios-
de la ruta con las enzimas que la componen.

El segundo aspecto, y sin duda el más trascendental se refiere—
a la generalidad del procedim.iento para determinar Hasta aquí>pa
ra llegar a la expresión:

F  S . - F
S. = ^

S.
1

nos hemos basado en un modelo enzimático lineal, con las enzimas-
actuando con un cierto grado de saturación C^. Ahora bien, es eviden
te que cualquera que sea la estructura del sistema enzimático, si la
variación del flujo que lo atraviesa guarda una relación hiperbólica -
del tipo de la ecuación (3.7), con la actividad de una enzima dada g^-
del mismo, la deducción de la expresión , seguirá siendo válida y —
aplicable. Por lo tanto, aún cuando la estructura no sea lineal y no-
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se cuente con una expresión explícita del flujo (como por ejemplo la —
función explícita del flujo dada en (3.3))),bastará con comprobar expe-
rimentalmente que la relación entre F y g. obedece a una ecuación del-
tipo: 1

para estar en condiciones de determinar el Coeficiente de control del-
flujo para la enzima. De este carácter general haremos uso más adelan
te, permitiéndonos llegar a interesantes conclusiones sobre la regula
ción de sistemas metabólicos complejos.

3.2. SISTEMA EXPERIMENTAL

El sistema experimental que hemos usado en esta investigación,-
consiste en un extracto soluble de hígado de rata, con glucosa, ATP y
NADH como sustratos. Dicho extracto convierte glucosa en glicerolfos-
fato por medio de la ruta glicolítica, registrándose el flujo como des
censo de la concentración de NADH por la reacción de la glicerolfosfa-
todeshidrogenasa.

Las razones que nos llevaron a elegir este sistema experimental
fueron de varios tipos. Por un lado, experimentos previos en nuestro-
Departamento sobre glicólisis in vitro (Meléndez, et al 1984) mostraran
la existencia de un importante flujo hacia glicerolfosfato en los ex
tractos de hígado de rata, recayendo la mayor parte del control de di
cho flujo sobre la glucoquinasa y la fosfofructoquinasa. Asi pues, la
producción de glicerolfosfato en extractos de hígado de rata se mostró
en principio, como un sistema útil para el estudio de la distribución-
del control del flujo. Por otro lado, la evidente flexibilidad metabó
lica que muestra el hígado, responsable del metabolismo central del or
ganismo, y capaz de adaptar su funcionamiento y regulación a muy varia
das situaciones fisiológicas, tales como la digestión, ayuno, diabetes
o regeneración nos señalaban a este órgano como el idóneo para investí
gar en él las posibles diferencias en la distribución de los Coeficieñ
tes de control del flujo para la enzima , de una a otra de esas situa
ciones met.abólicas, lo cual está en la línea de otros objetivos de in
vestigación de nuestro Departamento.

Además, el sistema muestra, por su naturaleza y composición,ser
lo suficientemente complejo como para permitir examinar la teoría y su
aplicabilidad en situaciones distintas de las triviales, sin que por -
otra parte la complejidad del mismo nos impida realizar este objetivo.
Finalmente, lo frecuentemente que sistemas de esta clase se presentan
ea la investigación bioquímica y la accesibilidad de los mismos,conce
día una mayor potencialidad a las conclusiones generales a las que nos
pudiera conducir el trabajo que nos ocupa.

A partir de aquí fue preciso dejar bien establecido dos aspee—
tos fundamentales de nuestro sistema experimental. A saber: La delimi
tación de la ruta metabólica y la adecuación del sistema experimental-
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al modelo teórico que fue desarrollado previamente en el apartado 3.1.1.

3.2.1." Delimitación de la ruta metabólica.

Nuestro modelo teórico requiere una futa metabólica lineal. Pa
ra conseguir estofen nuestro extracto se añadieron las enzimas aldola-
sa, tr.iosafosfatoisomerasa y glicerolfosfatodeshidrogenasa en grandes
cantidades con lo cual se consiguieron dos cosas. Por una parte, al -
añadir un exceso de estas enzimas, sus Coeficientes de control del flu
jo se hicieron virtualmente cero. C,ág otras enzimas, presentes única
mente en las concentracioens del extracto de hígado, glucoquinasa, fos
foglucoisomerasa y fosfofructoquinasa, deberán pues, dar cuenta del ~
control total de la ruta metabólica y por lo tanto, sus Coeficientes
de control del flujo deberán sumar la unidad. Por otra parte, la ace
leración de estos tres últimos pasos permite obtener una ruta lineal -
que va desde glucosa a glicerol-3-fosfato evitando el drenaje de glice
raldehído-3-fosfato hacia L-lactafo o hacia el ciclo de las pentosas ,
lo cual generaría Coeficientes de control del flujo negativos.

El sistema asi definido,contiene además de las enzimas fosfori-
lantes glucoquinasa y fosfofructoquinasa, las correspondientes desfofo
rilantes glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1 ,5-bifosfatasa, las cuales es
tán implicadas directamente en la ruta metabólica en estudio. Dichas-
enzimas afectan al flujo que atraviesa el sistema en cada momento e in
fluyen por lo tanto en el valor de los parámetros C^, C^, flujo inicial
y otros. Esta influencia quedará reflejada en el valor que tome el Coe
ficiente de control del flujo en cada caso.

3.2.2.- Adecuación del sistema experimental al modelo teórico.

La verificación de dicha adecuación requiere examinar los sigui^
tes aspectos:

A.- Establecimiento del estado estacionario.

B.- Cinética de las enzimas individuales en el sistema.

A.- Establecimiento del estado estacionario.-

La concentración de glucosa empleada en todos los experimentos-
fue de 5 mM y el flujo que se obtiene en oada caso no da cuenta de un-
descenso significativo en esa concentración durante el tiempo del ensa
yo . La caída en la concentración de NADH, que indica el flujo de la-
ruta fue constante en todos los experimentos aunque obviamente con va
lores diferentes para experimentos diferentes.

Interesa además que el estado estacionario sea suficientemente-
duradero en cada experimento. De hecho, el sistema tal como se ha des
crito hasta aquí muestra un tiempo de transición excesivamente^grande.
Este dilatado tiempo de transición se debe posiblemente a la síntesis-
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de fructosa-2,5-bifosfato, potente activador de la fosfofructoquinasa,
en nuestro sistema in vitro; síntesis que ha sido demostrado que se
produce en condiciones similares a las de nuestro sistema(Hers- y Van —
Schaftingen, 1982). Fue preciso reducir el tiempo de transición aña
diendo dicho efector a la mezcla de incubación. Se obtuvieron entonces
estados estacionarios más largos y con el mismo valor de flujo que el
obtenido sin añadir este último efector después del tiempo de transi
ción.

Con la concentración de glucosa usada^ 5 mM, el porcentaje de —
saturación de la glucoquinasa es de un 33%. La concentración de ATP -
se tamponó con creatinafosfato y creatinaquinasa. Este procedimiento,
además de lograr una concentración constante de ATP frente al consumo-
de dicho metabolito durante el tiempo en el que el sistema actuaba,anu
laba cualquier influencia que sobre el flujo del sistema pudieran tener
las ATPasas presentes en el extracto.

El glicerol-3-fosfato producido se valoró comprobándose la no -
significativa acumulación del mismo, manteniéndose su concentración
por debajo del valor 0.1 mM. La concentración de glucógeno en los en
sayos era del orden de 3r4 mM(expresada en unidades de glicosilo). La
transformación del glucógeno en glucosa-_6—fosf ato tendrá posiblemente-
influencia en el establecimiento de cada estado estacionario particular
y formará parte de este modo del "médium" o ambiente molecular en el -
que el sistema desarrolla su actividad. Tenemos,pues, valores constan
tes de flujo en cada experimento junto con concentraciones constantes-
también de sustratos y productos finales. Estos dos hechos nos garan
tizan suficientemente el establecimiento de estados estacionarios en —
núes tros experimen tos.

B.— Cinética de las enzimas individuales.

Al mantener constantes las concentraciones de los sustratos de-
^^ta se consigue, además, que la cinética de las enzimas que catali

zan la transformación de dos sustratos (como es el caso de la glucoqui
nasa y de la fosfofructoquinasa) se simplifiquen a cinéticas monosus—
tratos: Glucosa y F6P.

La cinética de Michaelis-Menten de las tres enzimas entre quie
nes se distribuye el control del flujo del sistema se comprobó en las-
mismas condiciones en las que el sistema se desarrolla. Sus activida
des fueron determinadas de la misma forma,asi como los valores de sus-
constantes de Michaelis, siendo en todos los casos semejantes a los des
cr.itos en la literatura en condiciones similares. Por otra parte, las
actividades enzimáticas se valoraron al principio y al final de los ex
perimentos de titulación, comprobándose que las enzimas no sufrían --
pérdidas significativas en su actividad durante el tiempo que durában
los ensayos. Esto significa, por lo tanto, que los procesos proteolí—
ticos son irrelevantes en nuestras condiciones. Al aplicar el método-
experimental es preciso ensayar las enzimas comerciales empleadas en —
los experimentos de titulación en las mismas condiciones en las que se
encuentra el sistema; así como verificar su cinética de Michaelis-Men
ten en esas mismas condiciones. Esto se hace con objeto de calcular y
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situai" coiTsctaments sn las gráficas los datos da actividad. En núes
tro caso, los resultados de esos ensayos fueron los mismos que los in
dicados por el fabricante y sus fueron las mismas que las descritas
en la literatixra.

En res\jmen, el conjunto de estas consideraciones y el rango dé
los valores de concentración de sustratos y productos,así como el de -
los niveles de actividad enzimática y sitúan, en principio, a nues
tro sistema experimental dentro del modelo teórico descrito anterior
mente (apartado 3.1.1) haciendo posible el estudio de la aplicabilidad
de dicha teoría al mismo.

3.3.- MATERIALES Y METODOS

3.3.1.- Material biológico.

Ratas hembras (Ratas norwegicus), de raza Wistar, albinas, sumí
nistradas por Pan Lab, Barcelona (España). Se mantuvieron en jaulas —
de plástico transparente, con iluminación homogénea, en grupps de tres
a cuatro por . jaula.Fueron criadas sometidas a periodos de luz desdelas 9a
21 horas y alimentadas con una dieta estándar de laboratorio (65% de -
carbohidratos, 11% grasas, 24% proteínas), con libre acceso a agua y -
comida. Se les mantuvo en una habitación cuya temperatura se ajustó a
20-22QC. Se emplearon animales que tenían entre 80 y 100 días, con un
peso entre 180 y 220 gramos.

3.3.2.- Métodos.

3.3.2.1.- Obtención y preparación de las muestras.

Los hígados se obtuvieron de las ratas una vez anestesiadas con
éter etílico. Les fué extraído rápidamente, siendo lavados a continua
ción en cloruro sódico 0.85% frio(0-4QC). Se secaron en papel de fil
tro pesándose después en un granatario. Una vez pesados fueron homoge
neizados en la relación 1/3 ( p/V), en tampón Hepes 50 mM, pH 7.4, que-
contenía además 10 mM de ortofosfato sódico, 100 mM de cloruro potási
co y 10 mM de cloruro de magnesio. El tampón contenía también 1 g/ml
de inhibidor de tripsina, de sulfato de estreptomicina y de penincili-
na sódica. La homogeneización se llevó a cabo en un Pptter-Elvejeim -
con émbolo de teflón, no superándose las 3000 r.p.m. del homogeneizadcr
y manteniendo el potter, mientras duró la homogeneización (menos de 1
min.) en \in baño de hielo. Los homogeneizados se centrifugaron dos -
veces a 27.000 g durante 20 y 10 minutos respectivamente en tubos de -
polietileno. La centrifugación se realizó a 0-4SC. Los sobrenada.ntes
fueron usados inmediatamente en los experimentos cinéticos.

Paralalelamente se realizaron las mismas operaciones con un ho-
mogeneizado idéntico, preparado en tampón0.1 M de ortofosfauo en lugar
de hepes, con objeto de destinarlo a las valoraciones de proteínas ya
que ha sido probado (Cooper, T.G, 1977)que el hepes no puede ser usado
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cuando se quieren valorar las proteínas por el método de Lowry ya que-
producen blancos extraordinariamente altos que dificultan las medidas-
de abs orbanc i a.

3.3.2.2.- Determinación de las concentraciones de ATP y produc
to final en el estado estacionario.

Si una sustancia participa como sustrato en una reacción catali
zada enzimáticamente podrá ser determinada cuantitativamente utilizan
do las enzimas como reactivos específicos y las propiedades fisicoquí-
micaas del sustrato o productos de la reacción para su cuantificación.

Si la transformación del sustrato es completa, el análisis enzi
mático es sencillo y la concentración puede ser fácilmente calculada -
con ayuda de las constantes fisicoquímicas conocidas del producto -
(por ejemplo, los coeficientes de extinción en el caso de sustancias -
que absorben luz).

A. Determinación de ATP.

A.1. Principio.

Basándonos en lo anteriormente expuesto es posible determinar -
la concentración de ATP según el siguiente esquema:

ATP + Glucosa G6P + ADP (3.A.1)

G5P 4- NADP"*" G6P DH—6-fosfogluconato+NADPH+H+

(3.A.2)

2_|_ La hexoquinasa fosforila a la glucosa con ATP en presencia de -
Mg formando G6P, la cual ¿s deshidrogenada por la G6P-DH con NAPP"*" -
para rendir 6-fosfogluconolactona y NADPH. Este último se determina -
espectrofotométricamente siguiendo en cambio de absorbencia a 340 mm.

A.2. Reactivos.

I. Acido perclórico HClO^, 6N.
II. Carbonato potásico K^CO^. 5 M.

III.Tampón trietanolamina 50 mM pH 7,5 conteniendo también clo-
rxiro de magnesio MgCl 0.5 mM. Para la preparación del tam
pón se empleó agua bidestilada y desionizada recién obteni
da.

IV. Disolución de NADP"^, 25 mM.
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V. Disolución de G6P-DH', 25 U/ml.
VI. Disolución de glucosa, 1.03 M.
VII. Disolución de HK, 103 U/ml.

Todos los reactivos, salvo los dos primeros, se prepararon en-

el tampón III. I y II , se prepararon con agua bidestilada y desioniza
da.

A.3.- Procedimiento.

El procedimiento seguido es una modificación del descrito por -
Lamprecht y Trantscholt en Methods of Enzymatic Analysis (1974).

A.3.1.- Recogida y tratamiento de las muestras.

Los ensayos se iniciaban tal como se ha descrito en el apartado
de titulación con enzimas (3.3.2.4) tomándose las muestras a 2,4 y 6 -
minutos a partir del momento en el que el flujo alcanzaba un valor ccns
tante. Las muestras eran de 1 mi y se detenía la reacción inmediata
mente por desnaturalización de las proteínas con 100 /a.1 de perclórí-
co(I). Se centrifugaba a 3000 g durante 10 minutos en una centrífuga -
de mesa y se separaba el sobrenadante del precipitado formado. A con
tinuación se ajustaba el pH a 3.5 (papel indicador) con la disolución-
del carbonato potásico (II). Se mantuvo entonces la mezcla en un baño
de hielo durante 15 min aproximadamente separando en este momento el-
sobrenadante del nuevo precipitado. Este sobrenadante es el empleado-
en las determinaciones.

A.3.2.- Ensayos.

En los ensayos se emplearon cubetas de 1 cim de paso de luz, mi
diendo el cambio de absorbencia a 340 nm. El volúmen final fue de2.06
mi. Las absorbancias se midieron frente a un blanco que contenía el -
tampón (III). Las medidas se realizaron a 25QC y por triplicado.

Inicialmente se disponían en la cubeta, 1.5 mi del tampón (III)
0.3 mi de la muestra y 80/*1 de la disolución de NADP (IV). Se mez
claba y se dejaba estar hasta conseguir un valor de absorbaricia constan
te. A continuación se añadían 40"/\l de la disolución de G6P—DH(V), se
mezclaba y se dejaba transcurrir la reacción(3.A.2) hasta que no se ob
servaban variaciones significativas en los valores de la absorbancia:
A .
o

Se añadían a continuación 100^1 de glucosa (VII) y 40^1 de —
Hexoquinasa(VII). Procediendo de igual manera que antes se registró -
la definitiva absorbancia final A^:AA^^p= A^ - A^.

Las concentraciones en la mezcla de reacción vienen dadas en la
siguiente tabla, referidas al volumen final de 1.2 mi :
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Trietanolamina 50 mM

W9CI2 5 mM
NADP"'' .  1 mM

G5P-DH 0.5 unidades/ml

Glucosa 50 mM

^ ̂ 2 unidades/ml

A.4.- Cálculos

Para la determinación de las concentraciones de ATP en la mues
tra hacemos uso de la ecuación (3.13), obtenida a partir de la ecuación
de Lambert-Beer de la siguiente forma:

Según la ecuación de Lambert-Beer la concentración viene dada -
por:

C = (3.12)

1.

A: absorbancia.

coeficiente de extinción molar del NADPH.

1: paso de luz
A  A

Según (3.12) : c inicial - C final = ' ■ inicial- final

£ X 1. '

Si la conversión es completa C final = o.

A  . ■

^  ' Mmol/ml (en la cubeta)
£ X 1. ^

Para obtener el- valor de la concentración en la muestra es pre
ciso tener en cuenta la relación volumen del ensayo: volumen de la miES
tra (V:v). Por lo tanto: ~

A A X V , , . ,
-  ylA.mol/ml (en la muestra)

£. X 1 X V

Finalmente es preciso corregir esa concentración por el factor-
de dilución correspondiente al proceso de preparación de las muestras.
Este factor fue de 1.12 en todos los casos.

^  Aaxv
^  ~ ^ 1 • 12 umcl/ml(en la reacción)

£ X 1 X V '

La expresión empleada para el cálculo de-la concentración de ATP
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según esto fue:

C = AA X 1.23 ̂ mol/ml (3.13)

B.- Determinación del L-(-)glicerol-3-fosfato y L-(+)-lactato.

Por el procedimiento de "punto final" se llega a la situación -
de equilibrio. Si la conversión es incompleta debido a una constante-
de equilibrio desfavorable, la determinación de metabolitos aún es po
sible con ayuda de técnicas experimentales especiales. Las más impor
tantes son el aijmento de la concentración del sustrato, la variación -
del pH y el empleo de agentes "atrapantes". En los métodos empleados
para valorar el G3P y el lactato, hacemos uso de estas tres posibilida
des.

B.I.- Principio.

Para el caso del G3P el método se basa en la oxidación del gli-
cerol—3—fosfato por el NAD"*" en la reacción catalizada por la glicerol—
3-fosfato deshidrogenasa((X-GDH) para formar dihidroxiacetonafosfato —
(DAP) y NADH, midiendo la formación del NADH espectrofotométricamente-
a 340 mm.

L(-) glicerol-3-f osf ato + NAD"*" ̂  ̂ ̂  DAP + NADH + H (3.B.1)
El equilibrio de esta reacción está desplazado hacia la izquier

da(K = 5.8.10"^^ M a 25QC ). La misma situación se presenta en la -
reacción (3.B¿2), utilizada para valorar el L-lactato.

L (+) 1 actato+NAD"*" ̂  > Piruvato + NADH + h"*" (3.B.2)

en la que el NAD"*" oxida al lactato en la reacción catalizada por la —
lácticodeshidrogenasa (LDH) para forjar piruvato y NADH. Aquí la cons
tante de equilibrio es =2.9.10 Ma 25QC.

No obstante, tanto el G3P cs3no ©1 lactato son totalmente trans
formados si los productos de la reacción se eliminan del medio.

En efecto, en el medio alcalino en el que llevaremos a cabo la-
reacción, los protones son eliminados y DAP y piruvato "atrapados" por
la hidrazina presente en el medio para formar las correspondientes hi-
drazonas. La reacción para la determinación espectrofotométrica del -
G3P será entonces:

Glicerol-3-P+NAD''"+ hidrazina DAP-hidrazona + NADH+ H^O'"''
pH:9.5

y para la del lactato:

L( + ) lactato + NAdV hidrazina > Piruvato-hidrazona+NADH+H^O"*"
pH:9.5
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Se emplearon concentraciones elevadas de NAD"*" y de las enzimas-
auxiliares ot-GDH y LDH con objeto de hacer más cuantitativa la transfor
mación en cada caso.

B.2.- Reactivos.

I. Acido perclórico HCIO^ 5N

II. Carbonato potásico K^CO^SM

III. Tampón hidrazina/glicina(0.4 M/1M) pH: 9.5 conteniendo ade
más EDTANa22H20 5.5 mM. Este reactivo se preparó con agua
bidestilada y 'desionizada de reciente preparación.

IV. Disolución de NAD"^, 55 mM.

V. Disolución de «.-GDH 88 unidades/ml.

VI. Disolución de LDH 264 unidades/ml.

Los reactivos IV, V y VI se prepararon en el tampón III . I y II
en agua bidestilada y desionizada.

B.3.- Procedimiento.

Se siguió un procedimiento que es una modificación de los desm
éritos por Gerhard Michal y Gunter Lang (G3P) e Ingeborg Gutman y Wil
hem Wahtefeld(Lactato) en Methods of Enzimatic Analysis (Bergmeyer,1974).

B.3.I.- Recogida y tratamiento de las muestras.

Se procedió de forma análoga a la descrita en A.3.1. Las mues
tras, de 1 mi, se tomaron a los 2, 4 y 6 minutos a partir del momento
en el que se observó un valor constante del flujo, deteniendo la reac
ción por desnaturalización con lOO/il de perclórico I. Se centrifugó-
durante 10 minutos a 3000 g separándose a continuación el sobrenadan
te del precipitado protéico. Este sobrenadante se empleó en los ensa
yos .

B.3.2.- Ensayos.

Se usaron cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz. El volumen

final fue de 1.1 mi. Las absorbancias se leyeron frente a un blanco que
contenía agua. Las medidas se hicieron por triplicado, todas a 25QC.

Inicialmente se pipeteaban 0.5 mi del tampón III y el mismo vo
lumen de la muestra junto con 50yinl de la disolución de NAD . Se mez—
ció y se midió entonces la absorbancia al cabo de 5 minutos; A A i-im

continuación se añadieron SO^nl de la disolución de la enzima ( -GDH
o LDH según sea el caso), dejándola estar, después de agitar, durante-
15-20 minutos. La absorbancia final A.^ . se empleó para los cálculos:

AA =
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tes:

Las concentraciones en la mezcla de reacción fueron las siguien

Hidrazina

Glicina

EDTA

nad"*"

oí-GDH

0.22 M

0.55 M

3  mM

2.5 mM

4  unidades/ml

LDH 1 2 unidades/ml

B.4. Cálculos.

La expresión empleada para el cálculo de las concentracioens en
la reacción es la misma que se usó en A.4.

C =
AA X V

6, X 1 X V

yw mol/ml ( en la muestra)

La concentración en la muestra es preciso corregirla por el fac
tor de dilución asociado al proceso de preparación de la muestra(B.3.1)
que fue de 1.1. Por lo tanto:

C = AA X 0.389 (en la reacción)
mi

3.3.2.3. Determinación de actividades enzimáticas.

Teniendo en cuenta los objetivos de la investigación que se lie
va a cabo y la naturaleza y composición del extracto utilizado en núes
tros experimentos, se han seguido dos criterios a la hora de llevar
a cabo tanto las determinaciones de las actividades enzimáticas, como-
las determinaciones de las constantes aparentes de Michaelis, Km(3.3.,2.3

1. Respetar el médium o ambiente molecular de reacción en el —
que se realizan los experimentos de titulación, de manera -
que los valores de actividades enzimáticas particulares(y Km)
se determinan en las mismas condiciones en las que el siste
ma transforma glucosa en glicerol-3-fosfato. Por esto las
condiciones de pH, temperatura, tampón y concentraciones de
iones y cofactores fueron, siempre que fue posible, las mis
mas que aquellos.

2. Las actividades enzimáticas medidas, de glucosa-ATP-fosfjtrai^
ferasas y fosfofructoquinasa son las actividades netas de —
los correspondientes pasos de fosforilación de la glucosa y-
de la fructosa-6-fosfato. Esto es asi,puesto que el extrac
to contiene glucosa-6-fosfatasa y fructosa bifosfatasa,cuyas
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actividades reales se restan a las correspondientes glucosa
ATP fosfotransferasas y fosfofructoquinasa respectivamente.

A. Fosforilación de la glucosa.

A.1. Determinación de la actividad glucosa-ATP-fosfotransfera-
sa contenida en el extracto.

A.1.1.- Principio.

Existe un cierto número de métodos para el ensayo de las acti
vidades de las hexoquinasas en tejidos animales(Pilkis,S.J., 1975; Wal-
ker,D.G. y Parry,H.J., 1966). El más adecuado en extractos crudos se-
basa en la medida de la formación de la glucosa-6-fosfato en presen
cia de un exceso de glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa que reduce el NADP^
La formación de NADPH se sigue espectrofotométricamente a 340 nm.

HK

Glucosa + ATP G6P + ADP

G6P-DH

G6P + NADP Gluconato-6-P+NADPH

El método seguido para la obtención del extracto nos proporcio
na un sobrenadante que al contener fracción micros'onal, contiene gluco
sa-6-fosfatasa . Por lo tanto con dicho método estamos midiendo la ac
tividad neta de fosforilación de la glucosa (velocidad de la reacción-
di^scta menos velocidad de la reacción inversa) presente en nuestro ex
tracto.

A.1.2.- Reactivos.

I. Tampón Hepes 50 mMj pH 7.4 conteniendo además:

KCl 100 mM

MgCl^ 1 O mM

Pi(suma de iones mono y divalentes) 10 mM
Este reactivo se preparó con agua bidestilada y desioni
zada recién obtenida.

II. Disolución de ATP 100 mM

III. Disolución de Glucosa 2 M

IV. Disolución de NADP"*" 20 mM
V. Disolución de G6P-DH 20 unidades/ml

Todos los reactivos se prepararon en el tampón Hepes(I) y se -
mantuvieron mientras duraron los experimentos en un baño de agua a 35QC.

A.1.3.- Procedimiento.

A 1.5 mi del tampón Hepes(I) se añadieron lOOyUl del sobrenadan
te y el mismo volumen de los reactivos IV y V. Después de que toda la"
G6P presente en el extracto fuera oxidada, se disparó la reacción aña-
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diendo IOOiaI de los reactivos II y III. Las medidas se realizaron por

triplicado a 35SC en cubetas de cuarzo de 1  cm de paso de luz. Las —

concentraciones de los reactivos en la mezcla de reacción (2 mi volunsn

final) y en el blanco del espectrofotómetro, fueron las siguientes:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO

Hepes 50 mM 50 mM

KCl 100 mM 100 mM

MgCl2 1 0 mM 10 mM

Pi 10 mM 10 mM

Glucosa 1 00 mM 100 mM

ATP 5 mM —

NADP"*" 1 mM 1  mM

G5P - DH 1  unidad/ml 1 unidad/ml

A.1.4.- Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática neta de las glucosas ATP fos
fofotransferasas, presentes en el medio de reacción, se definen como -
la cantidad de enzimas que catalizan la transformación de 1^mol de —
glucosa en G6P en las condiciones de ensayo ya descritas, basado^en un_^
Coeficiente de extinción molar para el NADPH a 340 nm de 5.22.10 M on
(Horecker y Kornberg,1948).

A.2. Determinación de la actividad de la hexoquinasa comercial.

A.2.1. Método y reactivos.

Estas determinaciones se realizaron por el mismo método y con-
los mismos reactivos que se describen en el apartado A.1., con la úni
ca salvedad de que la concentración de glucosa empleada fue de 5 mM en
lugar de 100 mM.

A.2. Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática de la Hexoquinasa se define-
como la cantidad de enzima que cataliza la transformación de 1 ^ mol -
de glucosa en G6P, en las condiciones de ensayo ya descritas, basado^
en un coeficiente de extinción para al NADPH a 340 nm de 6.22.10 M cm
(Horecker y Kornberg, 1948).

B.- Fosfoglucosaisomerasas.

B.1. Determinación de la actividad de la fosfoglucosaisomerasa
contenida en el extracto.

B.1.1. Principio.
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La actividad enzimática de la PGI . se midió(Noltman, E.A., 1966)
en el sentido:

PGIF6P ^ g6P

siguiendo la producción de. glucosa-6-fosfato por el cambio de absorban
cia que se produce a 340 nm debido a la producción de NADPH por laireac
ción acoplada de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa. ~

*T-nT^T^t G6P—DH -f
G6P + NADP ^ Gluconato-6-P+NADP+ H

B.1.2. Reactivos.

I. Tampón Hepes 50 mM, pH 7.4 conteniendo además:

KCl 100 mM

MgCl^ 1 O mM
Pi 1 O mM

Este reactivo se preparó con agua bidestilada y desioniza
da recién obtenida.

II. Disolución de fructosa-6-fosfato 100 mM

III. Disolución de NADE"*" 20 mM
IV. Disolución de oi-GDH 20 unidades/ml

Los reactivos se prepararon con el tampón hepes(I) y se mantu
vieron, mientras duraron los experimentos, en un baño de agua a 35QC .
Se obtuvieron a partir de productos suministrados por Sigma Chemical, •
Co. (3.3.3.2). Son disponibles lo suficientemente libres de impurezas
como para garantizar la exactitud de las medidas. Dichas impurezas se
refieren principalmente a la contaminación de la F6P por G6P (menos —
del 1%) y de la G5P-DH por la PGI (sin contaminar).

B.1.3.- Procedimiento.

Se añadieron a 1 .6 mi del tampón hepes(I) 100yl\l del sobrenadan
te y el mismo volumen de los reactivos III y IV. Después de que toda-"
la G6P presente en el extracto fuera oxidada, se disparó la reacción -
añadiendo 100^1 del sustrato F6P(II). En el volumen final de 2 mi las
concentraciones de los reactivos, en la mezcla de reacción y en el blan
co fueron: ~

REACTIVOS ENSAYO BLANCO

Hepes 50 mM 50 mM

KCl' 1 00 mM 1 00 mM

MgCl^ 1 0 mM 1 0 mM

Pi 10 mM 1 0 mM

F6P 5 mM
--

NADP"^ 1 mM 1 mM

G6P - DH 1 unidad/mi 1  unidad/ml
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Es preciso añadir suficiente G5P-DH para garantizar un nivel -
estacionario bajo de G5P, de manera que la velocidad de la isomerasa-
sea igual a la actividad de la G6P-DH(Kahama et al, 1960). Las medidas
se realizaron por triplicado a 35QC en cubetas de cuarzo de 1 cm de pa
so de luz.

B.1.4. Unidad de actividad enzimática.

iLa unidad de actividad enzimática de la fosfoglucosaisomerasa-
se define como la cantidad de enzima que cataliza la transformación de
1 Mmol de F6P en G6P por minuto en las condiciones de ensayo previamen
te descritas, basado en un coeficiente de extinción molar para el NADPH
de 6.22.10^ M"^cm~ (Horecker y Kornberg, 1948).

B.2. Determinación de la actividad de la PGI comercial.

B.2.1. Método y reactivos.

Se llevaron a cabo estas determinaciones siguiendo el mismo mé
todo y empleando los mismos reactivos que en el apartado B.1.

B.2.2. Unidad de actividad enzimática.

Coincide la definición de unidad de actividad enzimática de
PGI comercial con la dada en B.1.4.

C. Fosforilación de la fructosa-6-fosfato.

C.1. Determinación de la actividad neta de PFK contenida en el
extracto.

C.1.1. Principio.

Son varios los métodos que pueden emplearse para ensayar la
fosfofructoquinasa. El método elegido (Castaño, J.G. et al, 1979) se- ■
basa én la medida de la velocidad de descenso de la absorción a 340 nm
por oxidación del NADH, en un sistema acoplado que contiene fructosa-e-
fosfato, ATP, aldolasa, triosafosfatoisomerasa y o(-glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa.

F6P+ ATP PFK ^ F1,6P2 + ADP
F1 ,6P2 Aldolasa^ DAP + GAP
DAP TIM ^ GAP

GAP+NADH o( -GDH ^ 3-fosfogliceraldehido

Al contener el sobrenadante fructosa-1 ,6-bifosfatasa la activi
dad que medimos es la actividad neta (actividad de la fosfofructoquina
sa menos actividad de la fructosa-1 ,6-bifosfatasa)fosfofructoquinásica
presente en el medio de reacción.
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C.1.2. Reactivos.

I. Tampón Hepes 50 mM, pH 7.4, conteniendo además:

KCl 100 mM

MgCl^ 10 mM
Pi 1 O mM

El tampón se preparó en agua bidestilada y desionizada -
recién obtenida.

II. Disolución de ATP 30 mM
III. Disolución de NADH 3.6 mM
IV. Disolución de fructosa-6-f-osfato 100 mM
V. Disolución de glucosa-6-fosfato 300 mM
VI. Disolución conteniendo Aldolasa ' 20 unidades/ml

TIM 1 00 unidades/ml
(5Í.-GDH 60 unidades/ml
PGI 40 unidades/ml

Todos los reactivos se prepararon en el tampón hepes(l)y
se mantuvieron, mientras duraron los experimentos, en un baño de aqua-
a 35QC. ^

C.1.3. Procedimiento.

A 1.4 mi del tampón hepes (I) se añadieron 100 yu^.l del sobreña
dante y 100^1 de cada uno de los otros reactivos excepto fructosa-6-~
fosfato(lV). La reacción se dejó transcurrir durante 1 minuto o hasta
que el ruido de fondo fue despreciable, disparándose entonces con 100-
/\1 de fructosa- 6- fosfato (IV). El sulfato de amonio en el ensayó

se proveyó con la disolución de las enzimas auxiliares. La adición de
fosfoglucosaisomerasa y de glucosa-6-fosfato,ésta última en una concen
tración tres veces superior a la de furctosa-6-fosfato,se llevó a cabo
con el fin de tener en el medio de reacción la concentración deseada de
fructosa-6-fosfato. Las concentraciones de los reactivos en la mezcla-
de reacción y en el blanco,ambos de 2 mi de volumen total, fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO

Hepes 50 mM •  50 mM

KCl 1 00 mM ■  100 mM

MgCl^ 10 mM 1 0 mM

Pi 1 0 mM 1 0 mM

ATP 1 .5 mM -
_

NADH 0.18 mM __

F6P 5 mM __

G6P 15 mM 1 5 mM

Aldolasa i unidad/ml 1 unidad/ml

5 unidades/ml 5 unidades/ml

3 unidades/ml 3 unidades/ml
o  --T- - - V' - ■ - ^ -
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Las medidas se realizaron por triplicado a 35QC en cubetas de
cuarzo de 1 cm de paso de luz.

C.1.4. Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática neta de la fosfofructoquina-
sa para la fosforilación de la fructosa-5-fosfato se define como la can
tidad de enzima que cataliza ia transformación de 1^mol de F6P en F-1
6P por minuto en las condiciones descritas anteriormente, basado en
un^coef iciente de extinción molar para el NADH a 340 nm de 5.22.10"^ on .

C.2. Determinación de la actividad de la PFK comercial.

C.2.1. Método y reactivos.

Coinciden con los descritos en el apartado C.1, excepto en la-
necesidad de incluir en el medio de reacción una concentración tres ve
ees superior de G6P a la de F6P deseada junto con dos unidades por mi
de PGI.

0.2.2. Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática de la PFK comercial se defi
ne como la cantidad de enzima que cataliza la transformación de 1^mol
de F6P en F-^ ,6P^ por minuto, en las condiciones de reacción descritas
anteriormente, basado en un coeficiente de extinción para el NADH a
340 nm de 6.22.1 o\" cm" .

D. Cálculos.

En todos los casos, la actividad enzimática se expresa como -
^mol de producto producidos por minuto y por mg de proteina en la cu
beta de reacción. Dicha actividad viene dada por:

A A X V „ /
Actividad específica en cubeta = u.i./mg

Atx£xp xl

donde : AA = Incremento de absorbencia medido.
V  = Volumen final de reacción.

A t = Incremento de tiempo.
£  = Coeficiente de extinción molcir del NADH o NADPH
p  = miligramos de proteínas totales en cubeta.
1  = paso de luz de la cubeta.

-1 -1
En nuestros ensayos V = 2 mi, ¿ = 6.22 mM cm y 1 = 1 cm., -

por lo que:

O 32Act.específica en cubeta = p U-I./mg
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3.3.2.4. Valoraciones de proteínas.

La determinación de la concentración de proteínas se realizó-
según el método de Lowry et al (1951).

A. Reactivos.

Disolución A: Na^CO^ al 2 por 100 (p/v) en NaOH O.t N.
Disolución B: Cu SO^.SH^O al 0.5 por 100(p/v) en tartrato só

dico-potásico al 1 por 100 (p/v).

Disolución C: Reactivo de Folin-Ciocalteau, diluido 1:3 en
agua.

Las tres disoluciones se prepararon en agua bidestilada y de
sionizada.

B. Procedimiento.

extractoj preparado en tampón fosfato 0.1 M tal como se —
describe en 3.3.2.1 y diluido 300 veces en agua bidestilada, se toma -
un volumen conocido; comprendido entre 0.1 y 0.5 mi completándose con-
agua hasta 1 mi. Se añaden 5 mi de la disolución A y 0.1 mi de la di
solución B. Se agita y se deja reposar 30 minutos, al cabo de los cua
les se adicionan 0.5 mi de solución C recientemente preparada. Se agí
ta y se deja estar. Después de 15 minutos se mide la absorción de la-
mezcla de reacción a 500 nm frente a un blanco en el que el volumen de
muestra ha sido sustituido por la disolución del tampón fosfato 0.1 M.
El valor obtenido se lleva a una recta patrón construida a partir de -
albúmina, bovina para concentraciones desde 0.15 a 0.8 mg/ml.

Las medidas de absorción se realizaron en un Spectronic S20.-
Las cubetas utilizadas eran de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

3.3.2.5. Determinación de las constantes aparentes de Michaelis
(K ) . ,

M  '

Se determinaron las de las enzimas contenidas en el extrac
to de hígado utilizado, así como las de las enzimas comerciales emplea
das en los experimentos de titulación, excepto en el caso de la PGI. -
Para esta enzima, al no disponerse de un método práctico de valoración
en el sentido G6P —F6P, se utilizaron valores de K disponibles en-
la bibliografía. No obstante, como se verá más adelante en los experi
mentos de titulación, se observó que el flujo de la ruta no se veía
afectado por el axomento de la actividad de la PGI presente. Este hecho
minimiza en gran medida la importancia e interés de sus datos cinéticos
en el proceso de determinación de los Coeficientes de control del flu
jo para la enzima tal como se mostrara en 3.3.2.4.

Al determinar las constantes de Michaelis se siguió el mismo—
criterio que en las valoraciones enzimáticas(3.3.2.2): fueron determi-
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nadas en el mismo "ambiente molecular" en el cual se efectuaron los ex
perimentos de titulación.

Las velocidades iniciales se midieron por los mismos métodos-
y en las mismas condiciones que se emplearon en las valoraciones enzi-
máticas(3.3.2.3)(pág.36 ).

Las constantes de Michaelis se obtuvieron a partir de la re—
presentación de Eadie—Hofsteej (1959). Las medidas se hicieron por tri
plicado y los puntos obtenidos experimentalmente se ajustaron por mini
mos cuadrados.

A. Hexoquinasas.

A.1. Del extracto.

Para el cálculo de las constantes de Michaelis de las
glucosas-ATP-fosfotransferasas para la glucosa contenida-
en el extracto se emplearon las siguientes concentraciones

Concentración fija de ATP: 1 mM
Concentración variable de glucosa: valores de
1 mM a 100 mM.

Se emplearon 40^1 del extracto de higado.

A.2. De la comercial.

Para la hexoquinasa comerciaKde levadura) las concen
traciones fueron:

Concentración fija de ATP: 1 mM.
Concentración variable de glucosa: valores de
0.1 mM a 5 mM.

B. Fosfofructoquinasas.

B.1. Del extracto.

I

Para el cálculo de la constante de Michaelis de la -
fosfofructoquinasa para la F6P las concentraciones fueron:

Concentración fija de ATP: 1 mM.
Concentración variable de F5P: valores de 0.05

mM a 5 mM.

Se emplearon 40yUl del extracto de higado.

B.2. De la comercial.

Para la misma determinación en la enzima comerciaKle
vadura) se usaron las siguientes concentraciones:

Concentración fija de ATP: 1 mM
Concentración variable de F5P: valores de 0.1 mM
a 1 mM.
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3.3.2.6. Titulaciones con enzimas.

A. Reactivos.

I. Tampón Hepes 50 mM de la misma composición que el utili
zade para las determinaciones enzimáticasj y descrito -
anteriormente(3.3.2.3) (pág. 35 ).

II. Disolución de glucosa 0.1 M.
III. Disolución de ATP 20 mM

IV. Disolución de NADH 5.6 mM

V. Disolución de Creatina fosfato 50 mM

VI. Disolución de F-2.6P2 0.3 mM
VII. Disolución de enzimas conteniendo:

Aldolasa 20 unidades/ml
TIM 100 unidades/ml

O'v-GDH 60 unidades/ml

VIII.También se prepararon disoluciones de hexoquinasa, fos-
foglucosaisomerasa y fosfofructogjinasa. a distintas con
centraciones de acuerdo con cada experimento de titula
ción.

Todas las disoluciones se prepararon en el tamón hepes(I) y se
mantuvieron en un baño de agua a 35QC mientras duraron los experimentes.

B. Procedimientos.

Una vez valoradas las actividades enzimáticas presentes en el-
extracto se iniciaban los experimentos de titulación propiamente dichos.
Estos se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz.-
Los valores de flujos se obtuvieron del registro continuo del descenso
de absorbencia en 340 nm originado por la caída de la concentración de
NADH. La actividad enzimática correspondiente a cada valor de flujo -
correspondía a la suma de la actividad basal detectada en el extracto-

más la añadida en cada experimentos, ambas corregidas por sus corres—
pendientes constantes de Michaelis.

Las reacciones se iniciaban por adición de lOOyul del extracto
de hígado a la mezcla de reacción, que contenía lOOywl de cada uno dé
los reactivos, así como el volumen adecuado del tampón I(entre 1.3 y -
1.4 mi) para que junto con el volumen de la enzima con la que se titu
laba en cada caso se alcanzara un volumen final de" 2 mi. Una vez ini

ciada la reacción se midió el flujo, después de transciirrido el tiempo
de transición(2-3 minutos),cuando la" absofbanciá'éstaba entre 0.8 y —
0.3 unidades. En esta zona, el descenso de NADH es lineal y correspon
de al intervalo de tiempo en el que se realizaron las determinaciones-
de los niveles del producto final y sustratos(2, 4 y 6 minutos). Por-
otra parte se midió el flujo basal, es decir, el flujo que rinde el —
sistema en estado estacionario, sin adición previa de ninguna de las -•
enzimas empleadas en las titulaciones.

Las medidas se realizaron, por triplicado, a 35QC y tuvieron una
duración media de 12 minutos. Las concentraciones constantes en la —
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mezcla de reacción y en el blanco del espectrofotómetro fueron las si
guientes :

:activos ENSAYO BLANCO

Hepes 50 raM 50 mM

KCl ICO mM 1 00 mM

Mgcij 1 0 mM 1 0 mM

Pi 10 mM 10 mM,

ATP 1 mM -

NADH 0.28 mM —

Glucosa 5 mM --

CP 2.5 mM ~

CK 1 unidad/mi 1 unidad/ml

Aldolasa 1 .3 unidades/mi 1 .3 unidades/ml

TIM 6.6 unidades/ml 6.6 unidades/ml

Ok-GDH 4 unidades/mi 4 unidades/ml

C. Cálculos.

El flujo en los experimentos de titulación se expresa como -
yWmoles de producto producidos por minuto y por miligramo de proteína.
Estos valores se obtienen de la gráfica correspondiente de acuerdo con
la siguiente expresión:

F  =
A A.v

At. £ .p.l
y^mol/min mg prot.

donde:

AA = incremento de absorbencia medida.
V = volumen total de reacción.

At = incremento de tiempo.

£ = Coeficiente de extinción molar del NADH.
p = miligramos de proteina totales en cubeta.
1 = paso de luz de la cubeta.

-1 -1
En estos experimentos V = 2 mi, £. = 6.22 rtiM cm ,1= 1 cm y p=

3 mg de proteina por término medio. Según esto:

F = 0.107
A A

At

ywmol/min mg prot.

Estos valores de F así obtenidos se normalizaban posteriormen

te respecto del flujo basal.

F normalizado =

basal
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3.3.2.7. Cálculo de los Coeficientes de control del flujo pa
ra la enzima.

Los Coeficientes de control del flujo para la enzima se de
terminaron en cada caso haciendo uso de la ecuación:

c- -
E.

s.
1

que aplicada a los valores normalizados de flujos y C es :

E.

S'
(n)

El flujo basal se normalizaba haciéndolo igual a 1 en cada se
rie de experimentos. C-j se determina a partir de los datos normali
zados de flujos y actividades enzimáticas corregidas mediante la'ecual
ción:

E = - C- + c (3.10)2  g^ 1

obtenida a partir de la definición de Coeficiente de control del flujo
para la enzima:

dF ^i
E. dg.
1

y de la expresión:

F = ^i

tal como se ha descrito en 3.12 (pág. 22 ). g^ es, en general:

gi = ̂  ̂ A,i-i
K.
1

donde ̂ i^es la actividad de la enzima E.,K. su constante de Michaelis-
y ^eq ' constante de equiliério de la serie de reacciones-
anteriores a la catalizada por E..

1

Ahora bien, en los experimentos de titulación, puesto que la -
E  ®s una constante específica de cada reacción será la misma en cada
*=4
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serie y podremos valemos de este hecho para simplificar los cálculos,
haciéndola■ 1 . Por:; otra parte, tanto la actividad de la enzima presen
te en el extracto como la añadida en cada ensayo de titulación vendrán
corregidas por sus respectivos valores de constantes aparentes de Mi—
chaelis. El valor de g. para cada experimento se obtiene entonces de-

. - 1
la siguiente expresión:

Vv. Vb  c

i  " ^ c

donde:
V  = actividad basal de la enzima del extracto,

b

=  constante de Michaelis aparente de la misma,

actividad de la enzima comercial añadida,

constante de Michaelis aparente de la enzima comercial,
V  =

c

K =
c

Los correspondientes valores de F y F/g^ se llevan a la ecua
ción (3.10). La serie de puntos experimentales asi obtenidos se ajus
tan a una recta por mínimos cuadrados, obteniendo el valor de C^' y-
de éste, el correspondiente Coeficiente de control del flujo para la-
enzima:

C

C ' - 1
F  1(GK)
GK

(GK)

F  _ ^Í(PGI) ^ F ^ (PFK) ^
SgI - ' PFK

^1 (PGI) 1 (PFK)

3.3.3. Productos.

■3.3.3.1. Para la obtención y preparación de muestras.

Eter etílico, cloruro sódico, cloruro de magnesio(MgCl2-61120)
y ortofosfatos mono y disódicos; de PANREAC, Barcelona(España). Inhibí
dor de tripsina de huevo de pollo, hepes(ácido N-2-hidroxietilpiperazi
na-N'-etanosulfónico), sulfato de estreptomicina y penincilina de Sig-
ma Chemical Co. , St.Louis, MissourKU.S.A.) .

3.3.3.2. Para las valoraciones de ATP y producto final.

Se emplearon cloruro de magnesio(MgCl2-61120) NADP , glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa, hexoquinasa de levadura y láctico deshidrogena-
sa de músculo de conejo, de Sigma Chemicalj ácido perclórico, glicina,
EDTANa ,2H O e hidróxido de hidrazina, hidróxido sódico y carbonato -
potásico di PANREAC, Barcelona (España); hidrocloruro de trietanolami-
na de Sigma Chemical, Co. , St.Louis, MissourKU.S.A.).
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3.3.3.3. Para la determinación de las actividades enzimáticas.

(+)>glucosa.monohidratada, de MERCK, Darmstadt(R.F.Aleman-
nia). ATP, NADH, NADP , fructosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato,; aldola
sa, triosafosfatoisomerasa y L-glicerolfosfatodeshidrogenasa(de múscu
lo de conejo las tres últimas), así como glucosa-6-fosfatodeshidrogena
sa de levadura; todos de Sigma Chemical, Co., St. Louis, Missouri(USA).

3.3.3.4. Para las valoraciones de proteínas.

Hidróxido sódico, carbonato sódico, sulfato de cobre(CuSO -
5H2O), tartrato sódico potásico tetrahidratado de PANREAC, Barcelona,
(España). Reactivo del fenol Folin-Ciocalteus de MERCK, Darmstadt(R.
F. Alemania) y Albúmina bovina de Sigma Chemical Co., St. Louis, Mi--
ssouri (U.S.A.).

3.3.3.5. Para las titulaciones con enzimas.

Además de la (+)-glucosa monohidratada ATP, NADH, aldolasa,
triosafosfatoisomerasa y L-glicerolfosfatodeshidrogenasa que ya se han
citado arriba se emplearon; fructosa 2,6 bifosfato, creatinafosfato; -
creatinaquinasa y fosfofructoquinasa de músculo de conejo. Fosfogluco
saisomerasa y hexoquinasa de levadura, todos ellos de Sigma Chemical,-
Co., St. Louis, Missouri, (U.S.A.).

3.3.4.. Instrumentación..

1. Potter- Elvejeim con émbolo de teflón. 15 mi. Rockville -
Centre,N.Y.(U.S.A.)

2. Homogeneizador TRI-R mod. K-41 . Rockville Centre,N.Y. (USA.)

3. Centrifuga SORVALL.' RC-5B. Norwalk. Connecticut.(U.S.A.).

4. Rotor SORVALL SS-34. Norwalk. Connecticut (U.S.A.).

5. Espectrofotómetro de doble haz Hitachi 100-60, con la ca
ja de cubetas provista de una doble camisa que permite
termostatizarla mediante un circuito cerrado de agua pro
cedente de termocirculador. Hitachi Ltd., Tokyo(Japan).

6. Registro gráfico Hitachi 561. Hitachi, Ltd., Tokyo,Japan.
7. Cubetas de cuarzo T.S.L.(Thermal Syndicate Ltd.).Wallsend

Ñorthumberland(England).

8. Termocirculador Churchill. Churchill Instruments, Co.Ltd.
Middx (England).

9. Spectromic S—20. Banchs & Lomb (Belgium).

10 Centrífuga de mesa Hettich. Mod.Universal II. Tuttingen -
(Germany).

pH-metro CRISON. Mod. digilab 517. Barcelona (España).

12. Balanzas eléctricas Mettler H54AR y Mettler PC440. Mettlar
Instruments. Zurich (Switzerland).

11
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3.4. Resultados y discusión.

3.4.1. Resultados previos.

3.4.1.1. Linealidad de la ruta.

La adición de triosafosfatoisomerasa, aldolasa y glicerol-3 -
fosfatodeshidrogenasa en exceso, consigue que, además de anular sus —
Coeficientes de control del Flujo prácticamente, la totalidad de la glu
cosa transformada lo es en glicerol-3-fosfato, evitándose el drenaje
de intermediarios hacia lactato o hacia el ciclo de las pentosas.

La ausencia de desviaciones de la ruta hacia lactato se verifi
có valorando la cantidad de este producto formado durante el tiempo —
que duraban los experimentos. Los resultados se muestran en la tabla-
3.1 .

Tiempo de incubación con flujo constante

2  min. 4 min. 6 min.

0.25 - 0.01 0.3 - 0.015 0.3 - 0. 012

TABLA 3.1.- Concentraciones de L(+)-lactato(mM) presen

tes en la mezcla de reacción durante el tiempo que duraban —

los experimentos cinéticos. Las medidas se realizaron en una

mezcla de reacción que contenía únicamente las enzimas del ex

tracto más las auxiliares (Aldolasa, TIM y o(-GDH) . Los valo

res son medias Í-S.D. de tres experimentos separados.

El examen de la tabla 3.1 . muestra que el lactato permaneció-
prácticamente constante. Estos resultados nos,permitieron concluir —
que no se producía drenaje de intermediarios en esa dirección.

La valoración del lactato estaba ciertamente justificada des
pués de haber hecho una estimación del valor de la K aparente del —
proceso gliceraldehido-3-fosfato ^.lactato a lo lai^o de la secuen
cia glicolitica. Esta estimación hecha sobre la base de datos biblio
gráficos para condiciones análogas a las que se dan en nuestro sistema
(Williamson et al, 1967; Newsholme y Start 1973) rinden una K del or
den de lo''^ M""! . A la vista de este elevado valor es lógico pénsar —
que podría ser importante la transformación de GAP en lactato, y por -
ello necesaria la comprobación. Los resultados experimentales prueban
que no se produce lactato lo que puede explicarse por un lado, debido-
ai exceso de las enzimas auxiliares añadidas que aceleran la producción
de G3P quedando muy baja la concentración de gliceraldehido-3-fcisfato,y
por otro lado, por las bajas concentraciones de ADP y NAD en nuestro-
sistema.

El mismo análisis de la K para el caso de la ruta de las —
pentosas nos lleva a desechar la neHesidad de valorar la formación de-
pentosas fosfatos en nuestros experimentos. La K aparente de las --
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reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP X5P + R5P y-
F6P+GAP ^ X5P + E4P, que son las que nos podrían afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la —
transladolasa en la reacción S7P+ GAP >F6P + E4P es 1.05 (Bassham
y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1961). Si tenemos en cuenta es
tos valores junto con el hecho de que la concentración de GAP ha de ser
necesariamente pequeña es fácil concluir que la concentración de las -
pentosas fosfato en equlibrio con GAP y F6P habrán de ser aproximadamen
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de in~
termediarios en ese sentido. ~

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la K
spsrente de la transformación de G6P en Glucógeno, en la que están'^im-
plicadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969; Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian
do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu—
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo teórico que se va a usar.

3.4.1.2. Adecuación del sistema experimental.

El estudio de la adecuación del sistema experimental al modelo
teórico propuesto requiere, tal como se mostró en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.

B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabólico está en estado estacionario cuando alean

za un valor constante del flujo manteniendo simultáneamente un valor -
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme
dios y finales.

A fin de verificar que nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotómetro.

Tiempo de incubación con flujo constante

2  min. 4 min. 6 min.

1  i 0.05 0.98 - 0.04 0.98 i 0.06

■  TABLA 3.2.- Concentraciones de ATP (mM) a diferentes

tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La

mezcla de reacción no contenia otras enzimas que las del ex--

tracto más las auxiliares. Los valores son medias - S.D. de

tres experimentos separados.
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reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP X5P + R5P y-
F6P+GAP ^ X5P ->■ E4P, que son las que nos podrian afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la —
transladolasa en la reacción S7P+ GAP >F6P + E4P.es 1.05 (Bassham
y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1961). Si tenemos en cuenta es
tos valores junto con el hecho de que la concentración de GAP ha de ser
necesariamente pequeña es fácil concluir que la concentración de las -
pentosas fosfato en equlibrio con GAP y F6P habrán de ser aproximadam^
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de in
termediarios en ese sentido.

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la —
aparente de la transformación de G6P en Glucógeno, en la que están im
plicadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969;-Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian
do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo teórico que se va a usar.

3.4.1 .2. Adecuación del sistema experimental.

El estudio de la adecuación del sistema experimental al modelo
teórico propuesto requiere, tal como se mostró en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.
B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabólico está en estado estacionario cuando alean
za un valor constante del flujo manteniendo simultáneamente un valor —
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme
dios y finales.

A fin de verificar que nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotómetro.

Tiempo de incubación con flujo constante

2  min. 4 min. 6 min.

1  í 0.05 0.98 - 0.04 0.98 - 0.06

TABLA 3.2.- Concentraciones de ATP (mM) a diferentes

tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La
mezcla de reacción no contenia otras enzimas que las del ex—
tracto más las auxiliares. Los valores son medias - S.D. de
tres experimentos separados.
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reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP X5P + R5P y-
F6P+GAP X5P -!■ E4P, que son las que nos- podrían afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la —
transladolasa en la reacción S7P+ GAP >F6P + E4P es 1.05 (Bassham
y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1961). Si tenemos en cuenta es
tos valores junto con el hecho de que la concentración de GAP ha de ser
necesariamente pequeña es fácil concluir que la concentración de las -
pentosas fosfato en equlibrio con GAP y F6P habrán de ser aproximadamen
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de in~
termediarios en ese sentido. ~

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la K
aparente de la transformación de G6P en Glucógeno, en la que están'^im—
pilcadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969; Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian
do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu—
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo teórico que se va a usar.

3.4.1.2. Adecuación del sistema experimental.

El estudio de la adecuación del sistema experimental al modelo
teórico propuesto requiere, tal como se mostró en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.
B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabólico está en estado estacionario cuando alean
za un valor constante del flujo manteniendo simultáneamente un valor -
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme
dios y finales.

A fin de verificar que nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotómetro.

Tiempo de incubación con flujo constante

2  min. 4 min. 6 min.

1  - 0.05 0.98 - 0.04 0.98 í 0.06

TABLA 3.2.- Concentraciones de ATP (mM) a diferentes

tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La

mezcla de reacción no contenía otras enzimas que las del ex—

tracto más las auxiliares. Los valores son medias - S.D. de-

tres experimentos separados.



52

En la tabla 3.2 se muestran los valores de la concentración de
ATP durante el tiempo de flujo constante. Dicha concentración se man
tuvo constante en 1 mM, concluyéndose de ello que el tamponamiento de-
ATP era eficaz. ■

Tiempo de incubación con flujo constante

2  rain. 4 rain. 6 rain.

0.07 - 0.03 O.S - 5.10"^ 0.11 - 6.10 ^

TABLA 3.3.- Concentraciones de G3P (raM) a diferentes•- —

tiempos con flujo constante. Los valores son medias - S.D. -

de tres experimentos.

En la tabla 3.3 se muestran los valores obtenidos en las mismas
valoraciones de G3P.

Del exámen de la tabla 3.3. se aprecia una ligera acumulación-
de G3P, siempre por debajo de los niveles que corresponderían a una
transformación cuantitativa de glucosa en G3P. Este hecho tiene una -
explicación en la transformación espontánea, no catalizada, del G3P en
glicerol más Pi. Dicho proceso, al transformar en parte el G3P, contri
buye a la adecuación del sistema experimental al modelo teórico, al ha
cer despreciable la concentración de un producto final durante los ex
perimentos .

Un estado estacionario queda totalmente descrito, cuando se es
pecifican los valores fijos del flujo que atraviesa el sistema y de las
concentraciones de sustratos, productos finales e intermediarios. Has
ta aquí hemos verificado la constancia de los valores del flujo y de -
las concentraciones de sustratos y productos finales. Con ello tene
mos evidencia suficiente de que nuestro sistema alcanza un estado esta
cionario aunque al no conocer los valores de las concentraciones de —
los intermediarios dicho estado estacionario no está completamente des
crito. No obstante, esta especificación completa no es imprescindible
paj^a. nuestros fines. Aquí nos basta con establecer un estado estado—'
nario en cada experimento(cualesquiera que sea éste) durante el tiempo
requerido para las mediciones del flujo. Fenómenos de oscilaciones,
descritas en sistemas glicoliticos(Hessi B. y Boiteux, A., 1971) sólo -
se dan bajo condiciones muy particulares que no son las de nuestros ex
perimentos. Concretamente el tamponamiento de la concentración de ATP
elimina cualquier posibilidad en este aspecto.

B. Cinética Michaeliana de las enzimas del sistema.

Otra de las premisas del modelo teórico que hemos desarrolla
do consiste en que las enzimas que participan en la ruta deben tener—
cinética Michaeliana respecto a su único sustrato. Al mantener cons—
tante la concentración de ATP, como ya se ha visto, se consigue trans
formar la cinética de las hexoquinasas y fosfofructoquinasas en cinéti
cas monosustratos: glucosa y F5P respectivamente. A partir de aguise
determinaron, primeramente las constantes aparentes de Michaelis para—
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la F6P de las hexoquinasas y fosfofructoquinasas presentes en el extrac
to. Después se hizo lo mismo con las enzimas comerciales usadas en los
experimentos de titulación. Los resultados obtenidos aparecen en la -
tabla 3.4. Las figuras 3.3 y 3.4 muestran las representaciones de
Eadie-Hoftee para cada una de las enzimas.

ENZIMAS

Extracto

Hexoquinasas

•" 4-
10 - O.í

Comerciales 0.25 - 0.02

Fosfofructoquinasas

0.1 í 0.009

0.25 - 0.022

TABLA 3.4.- Valores de las constantes'.de Michaelis (Km) -

expresadas en unidades mM para la Glucosa y F6p de las hexo

quinases y fosfofructoquinasas, respectivamente. Se obtuvie

ron a 1 mM de ATP en las condiciones descritas en el apartado

3.3.2.6. Los valores son medias - S.D. de tres experimentos-

separados .

KM=10mM

Vu.. = a07^'"°'
min mg

1.5 2
(V/ [Glucosa])* 10^ (mM)

0.25 mM

10 15 20 25

(V/(Glucosa)*10(mM)

Fig. 3.3.- Constantes de Michaelis y de la hexoquinasa-

usando glucosa como sustrato variable.

La enzima sé ensayó tal como se describe en el apartado-

3.3.2.5. (a) Hexoquinasa hepática. (b)Hexoquinasa comercial.
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KusO.lmM

Vm*x = 0.05 rmn mg

o 25

KM = Q25mM

Constantes de Michaelis y V de la fosfofructo- ,
MAX

(V/[F6Pj'10(niM)

Fig.3.4.-

quinasa ensayada en las condiciones descritas en—

3.3.2.6 y usando la fructosa-6-fosfato como sustrato variable

(a)Fosfofructoquinasa hepática, (b) Fosfofructoquinasa comer

cial .

6  8

(V/IF6P}«TO(mM)

Como ya se comentó anteriormente, la de la PGI para la G6P
no se determinó experimentalmente. El valor utilizado, tanto para la-
comercial como para la hepática, fue 0.2 mM(F-J. Reithel, 1966).

Los resultados evidencian el carácter michaeliano del compor
tamiento cinético de las enzimas del hígado y de las comerciales emplea
das en los experimentos de titulación. Estos datos de K aparente nos
permitirán además situar correctamente las parejas de valores actividad-
flujo en las representaciones flujo versus actividad enzimática y en -
las de F frente a F/g. . A partir de estas representaciones obtendre
mos finalmente los Coeficientes de control del flujo. '

3.4.1.3. Conclusión previa.

Los resultados expuestos permiten concluir que el sistema ex
perimental descrito es susceptible de ser utilizado para examinar en —
él la aplicabilidad de la teoría desarrollada previamente y determinar
los Coeficientes de control del Flujo de cada uno de los pasos de reac
ción.

3.4.2. Coeficientes de control del flujo para la enzima.

Los resultados de la titulación del sistema con hexoquinasas,
fosfoglucosaisomerasa y fosfofructoquinasa se muestran en la figura -
3.5, obteniéndose curvas como las esperadas de la teoría(Fig. 1.1,Apar
tado 3.1.2, pág. 22 )•
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2  3

gi(VMA./KM)

Fig. 3.5.- Resultados de la titulación con hexoquinasa (9)>

fosfofructoquinasa (O) y fosfoqlucoisomerasa (A).

El flujo de la ruta sin ninguna enzima añadida se expre

sa como 1 en el eje de ordenadas, normalizándose el resto dé

los flujos con respecto a éste. El primer punto de cada cur

va corresponde al flujo medido con sólo las enzimas presentes

en el extracto más las enzimas auxiliares. La adición de

hexoquinasa y fosfofructoquinasa al sistema aumenta el valor-

■ del flujo basal dando valores significativos de sus Coeficien

tes de control del flujo.. Sin embargo, la adición de fosfo—

glucoisomerasa no modifica el valor del flujo demostrando que

su Coeficiente de control del flujo es nulo. La adición de -

cualquiera de las otras tres enzimas (estos resultados no se—

muestran en la figura) no modifican el flujo. Las líneas dis

continuas muestran la zona de las curvas sin datos experimen

tales, las cuales corresponden a valores de actividad enzimá-

tica inferiores a los que contiene el extracto. Por esta ra

zón han sido trazadas arbitrariamente. La actividad (V /K )
MX M

hexoquinásica está multiplicada por 10 con objeto de ampliar

la curva.
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Los valores de F se representan frente a F/g^ en la figura
3.6, dando una buena linealidad (coeficientes de regresión de 0.99)
lo cual confirma la relación hiperbólica'descrita en la'ecuación (3..7)
propuesta por Kacser y-Burns. La intersección con la ordenada da Ios-
valores de C^' con los cuales se calculan los Coeficientes de control -
■col flujo.

15 20

.^/gi (Vmax/Km)

Fig. 3.6.- Representación de F frente a F/g^.

Los valores de y se obtienen de la intersección —
con la ordenada y pendiente respectivamente. Los Coeficien
tes de control del flujo se han calculado a partir de estos -
datos de acuerdo con la ecuación (3.10). Los valores de F/g^
han sido divididos por 10 en el caso de la glucoquinasa y muí
tiplicados por 10 en el caso de la fosfofructoquinasa con ob
jeto de reducir y ampliar las rectas respectivamente.
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En la tabla 3.5 aparecen los Coeficientes de control del flujo-

Enzima Actividad basal S' C' c
2

Gluccquinasa 0.07 - 2.10"^ 1̂.36 - 0..13 0.025 - 7.10"^ 0.77 - 0.025
Fosfoglucosaiscmerasa 0.27 i 8.10"^

O
o

0.00

Fosfofructoquinasa 0.05 - 1.5.10"^ 1.33 - 0..03 0.15 - 4.10"^ 0.24 - 0.01
Aldolasa 1 .33 - 0.025 1.00 0.00

Triosafosfatoiscmerasa 6.66 í 0.15

O
o

0.00

Glicerolfosfato deshidrcg. 4.00 í 0.17 1.00 0.00

Suma de los Coeficientes de control del flujo 1 .01 - 0.015

TABLA 3.5.- Parámetros del sistema experimental y Coeficientes de

control del flujo a 5 mM de Glucosa. La concentración de proteínas en

los ensayos fue de 1 .5 - 0.02 mg /mi , La actividad enzimática se ex—

presa como micromoles de producto de reacción producido por minuto y —

por miligramo de proteina. C.j y se obtuvieron de los resultados —
mostrados en la Figura 3.6. El valor del flujo basal fue 0.020 - 2.46.10~^

yt\moles de glicerol fosfato producidos por minuto y por miligramo de pro.

teína, siendo el resto de los flujos normalizados con respecto a este-

valor. Los valores son medias. ̂  S.D.. de tres experimentos.

(+) Las actividades de la Aldolasa, Triosafosfatoisomerasa y Glicerol
fosfato deshidrogenasa que se indican corresponden a las presen

tes en el sistema experimental después de añadir enzimas comercia

les. Sus actividades antes de esta adición fueron 0.66, 3.33 y 2

respectivamente, valorados según Bergmeyer (1974).

Puede observarse en esta tabla que la suma de todos estos Coefi-
cienues está próxima a la unidad tal como se espera de la teoria.

Los resultados confirman la aplicación de varios aspectos de la—
teoria de Kacser y Burns asi como las aportaciones a la misma que presen
tamos en este trabajo: primero,la ecuación A.6(Apéndice A)(Kacser y
Burns, 1973) donde se describe la' relación hiperbólica entre el flujo y
la actividad enzimática, y la ecuación 3.7 que se deriva de la extensión
que hemos hecho aqui de esta teoria para sistema con una saturación sig
nificativa de todas las enzimas; segundo, la propiedad de la suma entre
todos los Coeficientes de control del flujo de una ruta metabólica:

i = A,1..i

(Kacser y Burns, 1973); tercero, el método descrito aqui para determirar
los Coeficientes de control del flujo para la enzima(ecuación(3,9)pág.
23 ), el cual podrá ser aplicado eventualmente a cualquier ruta metabó-
Ij-ca. Asimismo estos resultados demuestran que nuestro sistema experi-
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mental se ajusta a las hipótesis del modelo teórico.

Según los resultados expuestos, las ATP-fosfotransferasas y fos-
fofructoquinasas dan cuenta ellas solas del control del flujo del siste
ma en las condiciones definidas, siendo éste insensible a cambios en la
actividad de la fosfoglucoisomerasa y enzimas auxiliares.
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4. PARTE II. Extensión de la propiedad de la suma a sistemas -
metabólicos in vitro con rutas convergentes en un
punto.

4.1. Comentario y objetivos.

Anteriormente(apartado 3.1.2,páq. 22)ya nos hemos referido al-
carácter general^del método de determinación de los Coeficientes de con
trol del flujo C^. Decíamos entonces que bastaba con comprobar experi
mentalmente que el flujo a través del sistema guarda una relación hi--
perbólica con la actividad de una enzima dada, para poder hacer uso de
la expresión

C' - 1

y determinar asi el Coeficiente de control asociado a dicha enzima. Es
ta característica hace posible estudiar la distribución de estos Coefi
cientes de control en sistemas metabólicos in vitro de complejidad su
perior al examinado en la parte primera, siempre que se pueda seguir -
la evolución del flujo del sistema frente a las adiciones de las enzi
mas que los componen.

En principio, se nos presentan dos situaciones susceptibles de-
ser abordadas. Nos podemos preguntar cómo se distribuyen los Coeficien
tes de control del flujo en sistemas en los cuales doso más rutas con
vergen en un mismo punto y cómo se extiende a éste caso la Propiedad-
de la suma. También podría analizarse la distribución del control en-
aquéllas situaciones en las que una o más enzimas "desvian" parte del-
flujo en otra dirección. Este último planteamiento nos enfrentaría —
con sistemas metabólicos con Coeficientes de control del flujo negati
vos para alguno de sus componentes. Estos han sido contemplados en la
teoría desarrollada por Kacser y Burns, señalando que en estos casos -
la Propiedad de la suma se sigue cumpliendo pudiéndose dar situaciones
en las que algunos de los pasos de reacción tengan úh Coeficiente de con
trol del flujo superior a la unidad (enzimas supercontroladoras).

De las dos posibilidades, la segunda presenta ciertas dificul
tades desde el punto de vista experimental. Recordemos que algunos de
los controles que se realizaron en el sistema experimental de la Parte
I estaban dirigidos hacia la comprobación de que no existían fugas sig
nificativas de intermediarios en direcciones diferentes a la del gli
cerol-3-fosfato. Un sistema experimental adecuado para el estudio de
situaciones de divergencia debería contemplar dos productos finales al
menos y flujos significativos en ambos casos. Por lo tanto nos vería
mos en la necesidad de definir un nuevo sistema experimental donde, efec
tívamente, en un punto de la ruta se produjera una bifurcación del flu
jo de intermediarios. Tendríamos consecuentemente que comprobar que -
son dos los productos finales y analizar después la distribución de los
Coeficientes de control midiendo flujos en uno sólo de los extremos de
la ruta.

Resulta mucho más sencillo utilizar el sistema metabólico ya di
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señado para estudiar la primera posibilidad. Si el medio de reacción-
contiene glucógeno en concentración suficientemente alta, es posible—
inducir un flujo significativo desde el glucógeno a glucosa-6-fosfato-
a través de la fosforilasa-a y la fosfoglucomutasa principalmente. Se
ria suficiente, pues, garantizar un nivel alto de este nuevo sustrato-
en el medio para estar en condiciones de aplicar e^ método descrito y-
determinar los Coeficientes de control del flujo en nuevas situado
nes metabólicas.

Nuestro objetivo en esta parte será, por lo tanto comprobar la -
Propiedad de la Suma en sistemas metabólicos con rutas convergentes en
un punto, en un sistema experimental semejante al descrito en la Parte
I.

4.2. Sistema experimental.

El sistema experimental es el mismo que se describió en la par
te I. Unicamente le hemos incorporado un flujo de G6P a partir de glu
cógeno añádiendo este nuevo sustrato a la mezcla de reacción. La con
centración de glucógeno empleada fue 50 mM(expresada en unidades de —
glicosilo) con una concentración de glucosa de 5 mM. Esta concentra—
ción corresponde apróximadamente a la que existe en el hepatocito ñor—
maKstart, C. y Newsholme,C.A., 1968; Kalkhoff, R.K.-", et al-, 1,966). La
constante de Michaelis 'de la fosforilasa-a de hígado de rata es del or
den de 0.04 mM(E. Helmreich, 1969) Por lo tanto con esta concentración

glucógeno la fosforilasa-a está saturada por su sustrato y en condi
clones termodinéimicamente favorables para la transformación del glucó
geno en glucosa-6-fosfato. El resto de las condiciones, así como Ios-
métodos empleados para la obtención y preparación de las muestras y va
loración de actividades enzimáticas fueron los mismos que se describie
ron en la Parte I.

Hay que resaltar que los estudios que se llevaron a cabo en es-,
tas nuevas condiciones constituyen en realidad una continuación y com
plemento de los que se realizaron anteriormente, de tal manera que la-
visión sobre la regulación del sistema que alcancemos como resultado —
de estos trabajos será más amplia y general que la que se tenía hásta-
aquí. El sistema experimental de la Parte I se muestra ahora como una
ruta inserta en una red metabólica más compleja, de la que forma parte
y de la que como se podría sospechar no será independiente en cuanto a
su regulación.

!

4.3. Materiales y métodos.

Para la obtención y preparación de las muestras se siguieron--
los mismos procedimientos descritos en 3.3,.2.1 (pág.30)' Las valoraciones
de proteínas se hicieron por el método de Lowry tal como se indica en—
3.3.2.4(pág.43). Los experimentos de titulación y el cálculo de los -
Coeficientes de control del flujo se realizaron según se indica en - -
3.3.2.6 y 3.3.2.7.
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4.3.1. Determinación de actividaes enzimáticas.

En los experimentos de estamparte se determinaron además de los
Coeficientes de control del flujo de la hexoquinasa , fosfoglucosai-
somerasa y fosfofructoquinasa hepáticas los de la fosfoglucomutasa y fos
forilasa-a. Esto último requiere, tal como se ha indicado, la valora--
ción de las actividades enzimáticas presentes en el extracto y de las—
comerciales usadas en los ensayos de titulación.

Describimos a continuación los métodos para la valoración de las
actividades de la fosforilasa-a y fosfoglucomutasa. En estas medidas -
se procuró respetar al máximo el "médium" molecular en el cual funciona
ba el sistema. pH, tampón, temperatura, y concentraciones de iones y -
cofactores fueron siempre los mismos que se emplearon en los ensayos de
titulación.

A. Fosforilasa-a.

A.1. Determinación de la actividad de la fosforilasa-a hepáti
ca.

A.1.1. Principio.

El método empleado para el ensayo de la actividad de esta enzi
ma es una modificación del descrito por Bergmeyer(1974). Se basa en la
medida de la velocidad de formación del NADPH en un sistema acoplado que
contiene glucógeno, fosfato inorgánico, G-1,6P , fosfoglucomutasa y glu
cosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Fís.
Pi + (Glucosa) >• (Glucosa) ,+ Glucosa-1-P.

n  n-1

Glucosa-1-fosf ato Glucosa-6-f osf ato.

Glucosa-6-fosfato+ NADP"*" ^ Gluconato-6-P + NADPH+. h"*"

A.1.2. Reactivos.

I. Tampón hepes 50 mM. pH: 7.4 conteniendo además:

KCl 100 mM

MgCl^ 1 O mM
Pi 1 O mM

El tampón se obtuvo a partir de agua bidestilada y desioni
zada recién preparada.

II. Disolución de glucógeno. 1 M(en unidades de glicosilo).

III.Disolución de NADP"*" 20 mM.

IV. Disolución de PGluM y G6P-DH de 40 'y 1 20 unidades/ml res
pectivamente .

V. Disolución de G1,6P2 0.08 mM.
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Todos los reactivos se prepararon en el tampón Hepes I y se man
tuvieron mientras duraron los experimentos en un baño de agua a 35SC.

A.1.3. Procedimiento.

A 1.5 mi del tampón hepes I se añadieron ^00/\l del extracto y-
el mismo volumen de los reactivos III> IV y V. Sé dejó estar durante —
unos minutos iniciándose entonces la reacción con 100 de la disolu—
ción de glucógeno. En el volumen final de 2 mi las concentraciones dé
los reactivos en la mezcla de reacción y en el blanco fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO

Hepes 50 mM 5 0 mM

KCl 1 00 mM 100 mM

MgCl^ 1 0 mM 1 0 mM

Pi 10 mM 1 ü mM

Glucógeno 50 mM ~

G 1 , 6 4 —

NADP"*" 1 mM 1  mM

PGluM 1 unidad/mi —

G6P-DH 3 unidades/mi ~

Las medidas se realizaron por triplicado en cubetas de 1 cm de
paso de luz.'

A.1.4. Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática de la fosforilasa-a se define
como la cantidad de enzimas que cataliza la producción de 1/imol de G1P
por minuto a partir de glucógeno, en las condiciones descritas, ̂ as^dc^
en un coeficiente de extinción para el NADPH a 340 nm de 6.22.10 M cm .

A.2. Determinación de la actividad de fosforilasa—a comercial.

Se llevaron a cabo estas determinaciones por los mismos métodos
y usando los mismos reactivos que se describen en A.1 . La unidad de ac
tividad enzimática se define de la misma forma que anteriormente.

B. Fosfoglucomutasa.

B.1. Determinación de la actividad de fosfoglucomutasa hepática.

B.1 .1 . Principio.

El método empleado para medir la actividad de la fosfoglucomuta
sa(PGluM) es una modificación del descrito por John King (1974). Se ba
sa en la utilización de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa como enzima-
indicadora.
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PGluM fG1P + G1 , GP^ > G1 , GP^H- GGP

GGP + NADP"^ — G-fosfogluconato+NADPH-l- h"*"

Hasta hace pocos años, la dificultad de este ensayo radicaba -
en la no disponibilidad de la G-1>^^2' necesaria para el ensayo. Hoy -
la GIP normalmente utilizada y disponible comercialmente contiene dicho
cofactor en cantidades suficientes para valorar PGluM.

El equilibrio de la reacción está desplazado un 95% hacia la -
formación del G-fosfogluconato. La actividad se determina por el cam—
bio de absorbencia a 340 nm debido a la formación de NADPH.

B.1.2. Reactivos.

I. Tampón hepes 50 mM pH 7.4 conteniendo:

KCl 100 mM

MgCl 1 O mM

Pi 1 O mM

Se preparó con agua bidestilada y desionizada.

II. Disolución de GIP. 100 mM, conteniendo un 1% de Gl,GP2.
III. Disolución de GGP-DH 40 unidades/ml.

IV. Disolución de NADP"^ 20 mM.

Los reactivos se prepararon con el tampón hepes I y se mantuvie
ron mientras duraron los experimentos en un baño de agua a 35QC.

B.1.3. Procedimiento.

A un volumen de 1 .6 mi del tampón hepes se le añadieron lOOy^l
del extracto y lOOyUl de las disoluciones III y IV. Se mezcló y se incu
bó durante 5 minutos añadiendo a continuación lOOy^Al de la disolución -
del sustrato II. Se registró el incremento de absorbencia espectrofoto-
métricamente a 340 nm. Las medidas se realizaron en cubetas de cuarzo de

1  cm de paso de luz, con 2 mi de volumen final de mezcla de reacción.La

concentración en la mezcla de reacción y en el blanco fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO

Hepes 5 0 mM 5 0 mM

KCl 1 O mM 1 O mM

MgCl2 10 mM 10 mM
Pi 1 O mM 1 O mM

G1P ■ 5 mM

G 1 ,6 ?2 O.5 mM

NADP"*" 1 mM 1 mM

G5P-DH 1 unidad/ml

Las medidas se realizaron por triplicado a 35QC
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B.1.4. Unidad de actividad enzimática.

La unidad de actividad enzimática de la fosfoglucomutasa se de

fine como la cantidad de enzima que cataliza la transformación de 1 yímol
por minuto de GIP en G6P, en las condiciones de reacción descritas, ba
sado en un^coe;^iciente de extinción molar para el NADPH a 340 nm de —
6.22.1 O M cm

B.2. Determinación de la actividad dé la fosfoglucomutasa comer
cial .

B.2.1 . Métodos y reactivos.

Los métodos, reactivos y condiciones experimentales fueron
idénticas a las descritas en B.1. La unidad de actividad enzimática se
define también de la misma manera que se indicó en B.1.4.

C. Cálculos.

La actividad enzimática se expresa como ̂ moles de producto pro
ducido por minuto y por mg de proteina en la cubeta de reacción según -
la expresión (ap.3.3.2.3):

-  . , Aa X V ■= = /Actividad especifica en cubeta = unidades/mg
/\t x£,xp X 1

Expresión que se reduce a:

0.32Actividad específica en cubeta = ^ . AA unidades/mg
At X p

donde p = miligramos de proteínas totales en cubeta.

At= incremento de tiempo.

yAA= incremento de absorbencia.

4.3.;2. Constantes de Michaelis de las fosforilasas-a y de las ~
fosfoglucomutasas.

Los experimentos de titulación requieren, tal como se vió arri
ba, conocer el valor de las constantes de Michaelis en las condiciones-
de reacción tanto de la enzima hepática como de la comercial. Sin embar.
go, los resultados en este aspecto de la Parte I, mostraron que no ha—
bía diferencias significativas entre los valores medidos experimentalirm
te y los descritos en la bibliografía. De la misma forma las activida
des coincidían con las indicadas por el fabricante.

A la vista de esto, en los ensayos de esta parte se empleáron
los datos disponibles en la literatura especializada. En el caso de lés



65

fosforilasas dichas referencias bibliográficas (E.Helmreich, 1969)indi
can que la constante de Michaelis para el glucógeno en higado son del-
mismo orden que la del músculo. Empleamos entonces el valor de K pa
ra el glucógeno de 0.04 mM descritos por E.Helmreich, C.Michaelides y-
C.Cori(1967) para la fosforilasa de músculo de conejo. La K de la —
fosfoglucomutasa para la glucosa-1-fosfato fue 0.008 mM(Lowry y Passo-
nneau, 1969). En este caso se dió, además una situación semejante a -
la que se dió con la fosfoglucoisomerasa en el sistema metabólico de la
Parte I: la adición de esta enzima en ningún caso afectó sensiblemente
al flujo. Con estos valores y las actividades enzimáticas básales se-
determinaron los valores del parámetro g. en cada caso tal como se des
cribió en 3.3.2.7(pág.47 )construyendo de este modo las curvas de F
versus q..

1

4.3.3. Productos.

Además de los productos empleados en estas valoraciones y cu
yas referencias aparecen en 3.3.3, se utilizaron:

Fosforilasa-a y fosfoglucomutasa, ambas de músculo de conejo,
de Sigma Chemical,Co., St.Louis, Missouri(U.S.A.).

Glucosa-1-fosfato conteniendo un 1% de glucosa 1,6 bifos.fato-
glucosa-1 ,6 difosfato y glucógeno, también de Sigma Chemical,
Co.

III
Glucosa I

\GK

-G6P-^-^
JJ /"^PGluM

/7fa-
Glucógeno

Fig. 4.1.- Representación esquemática del sistema experimen

tal estudiado en esta parte.

La Ruta convergente I transforma glucosa en G6P por me—

dio de la reacción catalizada por la glucoquinasa. La Ruta -

convergente II produce igualmente G6P a partir de glucógeno -

por la acción de la fosforilasa-a y de la fosfoglucomutasa —

principalmente.III representa el tramo común a partir de G6R

reacciones catalizadas por la fosfoglucoisomerasa y por la —

fosfofructoquinasa.
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PQ PQuM

3  1
g,(V„.;KM)

PGluM

F/g,(v^mM)

Fig. 4.2.- Resultados de los experimentos de titulación én-

las condiciones descritas en la Figura 4.1.

a) Curvas de flujo frente al parámetro g^ obtenidas al -

titular con las diferentes enzimas del sistemad El flujo mués

tra una relación hiperbólica respecto a g^ en el caso de la -
glucoquinasa (#), fosforilasa-a (H) y fosfofructoquinasa (O);

mientras que la adición de fosfoglucomutasa(□ ) y fosfogluco-
isomerasaCA) no altera el valor del flujo basal indicando —

con ésto que sus Coeficientes de control del flujo para la en
zima son nulos.El flujo sin ninguna enzima añadida se expresa

como 1 en el eje de ordenadas, estando el resto de los valo—

res de F normalizados con respecto a éste. Las líneas discon

tinuas han sido trazadas arbitrariamente y corresponden a la-

zona de la curva para las cuales no se obtuvieron datos expe

rimentales ya que corresponden a valores de actividades enzi-
máticas inferiores a las que contiene el extracto. Los valo

res de g^ para la hexoquinasa están multiplicados por 10 con-
objeto de ampliar la gráfica, mientras que los valores de g^-
para la fosfoglucomutasa han sido divididos por 10.

b) Se representan los valores de F frente a F/g^. De es
tas gráficas se obtienen los parámetros C^' y C^ que nos permi

F
ten determinar los valores de C . Los valores de F/g. en -

2
el caso de la fosfoglucomutasa se han multiplicado por 1 O ;
por 10 en el caso de la fosfofructoquinasa, fosfoglucoisomera
sa y fosforilasa-a, y por 10 ^ en el caso de la glucoquinasa.
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4.4. Resultados y discusión.

4.4.1. Resultados.

Los primeros experimentos tenían comg objetivo determinar la -
distribución de los Coeficientes de control en el nuevo sistema meta

bólico que partiendo de glucosa y glucógeno converge en glucosa-6-fosfa
to para producir finalmente un flujo de glicerol-3-fosfato. Este siste
ma aparece esquematizado en la figura 4.1(pág.65)-

A conoentraciónes 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno se rea
lizaron titulaciones con hexoquinasa,fosfoglucosaisomerasa, fosfofructo
quinasa.y además fosforilasa-a y fosfoglucomutasa. El medio contenia -
una concentración lOywM de glucosa-1 ,6-bifosfato. Los resultados obte
nidos apareoen en la figura 4.2

En la tabla 4.1 se muestran los Coeficientes de control del flu

jo para la enzima obtenidos a partir de los datos experimentales mostra
dos en la figura anterior.

Tremo

reloción Enzina Aotividai basal S ''En
Gluooquinasa 0.07 Í 2.10 ̂  3.94 i 0.19 0.02 i 1.2.10 ̂  0.74 í 0.04

SutadeC^^ : ) I
i  i

■  0.74 - 0.04

II Fcísforilasa-- a 0.016 - 3.2.10 ̂ 2.4 - 0.12 0.57 - 0.034 0.59 - 3.10"^
Fosfc:glucatiutasa 0.14 í 9.8.10~^

1

O
o

0.00

Suia de : (¿C^) II
E. E,
1  1

0.59 - 3.10"^

III Fosfogl-ucoisorerasa 0.27 i 8.10~^ 1.00 — 0.00

Fosfofructocjuinasa 0.05 - 1.5.10~^ 1.48^ 0.08 0.23 ̂ 0.02 0.32 i 5.10"^

SuiadeC^^ : (XC^^ ) III
i  i

/ 0.32 i 5.10"^

Ruta üEtabólica A (Glucosa > G3P) : (£c ) +(£0 ) = 1.06^0.053
Ej . X E. JXX
1  ' 1

Ruta iiEtabólica B (Glucógeno _> G3P) : (Ve ̂  ) = 0.91 í 2.27.10"^
E. IX E. XXX
1  1

TABLA 4.1.- Parámetros del sistema experimental y Coeficientes de

control de flujos a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno. La concentra

ción de proteínas en los ensayos fue de 1.5 - 0.02 mg /mi . La activi—

dad enzimática se expresa como micromoles de producto de reacción produ

cidos por minuto y por miligramo de proteina. y se obtuvieron a-

partir de los datos mostrados en la figura 4.2. El valor del flujo -

basal fue 0.020 - 2.46.10 ^^lí'mol/min.mg proteina siendo'el resto de —
los flujos normalizados con respecto a este valor. Los valores son me

dias - S.D. de tres experimentos distintos.
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La tabla. 4.1 muestra cómo se verifica que la suma de los Coe

ficientes de control del flujo para la enzima de las dos rutas metabóli
cas A y B está próxima a la unidad. En el caso de la ruta Glucógeno

> G3P(B) la diferencia respecto de 1 corresponderá a otras enzimas—
que intervienen en la ruta y que no han sido tituladas, fundamentalmen
te la glucosa-amilo-1,6-glicosidasa (o enzima desramificante) y que —
participan en el control del flujo del sistema.

p

Destacamos también el hecho de queíSCg^)^ sea aproximadamente
igual a )jj.A cada ruta convergente le corresponde la misma parte
proporcional ¿el control del flujo de G3P producido, aunque al ser dis
tinto el número de pasos en cada uno de ellos, la distribución dentro -
de cada ruta convergente particular es diferente.

Una vez conocida la distribución de los Coeficientes de control

de flujos para las enzimas en el sistema completo puede plantearse la -
modificación del sistema con objeto de observar la influencia de su es
tructura cinética sobre la distribución de los Coeficientes de control-
que analizamos. Para ello se llevaron a cabo, primeramente, dos series
de experimentos complementarios entre sí. Lo primero que nos pregunta
mos fue: ¿Cómo se verá afectada la dis-tribución de los Coeficientes de

Glucosa I III
_ Pa PFK^G6P—► —►

TT /PGluM

Aa.
Glucógeno

Fig. 4.3.- Representación esquemática del sistema metabóli
co empleado en los experimentos con CGK

= O.

Se impuso el valor cero al Coeficiente de control de la-

glucoquinasa añadiendo a la mezcla de reacción un exceso de -
hexoquinasa comercial (flecha en trazo grueso) de 2 unidades/
mi y manteniendo la misma concentración de los sustratos de -
cada rama y las actividades enzimáticas presentes en el extrac

to. En estas condiciones se procedió a titular con las otras
F

dos enzimas a fin de determinar los nuevos valores de
i



69

control examinadaj cuando todos los Coeficientes de una de las rutas -

convergentes se anulan? O, dicho de otra manera, si hacemos cero los -

Coeficientes de la fosforilasa-a y la fosfoglucomutasa simultáneamente
¿cómo se verán afectados el resto de los Coeficientes del sistema? Tam

bién nos propusimos responder la misma cuestión modificando en el mis^
mo sentido el Coeficiente de control del flujo de la glucoquinasa.

La anulación de un Coeficiente de control del flujo para la -
enzima se puede realizar añadiendo suficiente cantidad de la enzima en

cuestión de tal manera que posteriores adiciones no afecten el valor -
del nuevo flujo basal. Se empezó por anular el coeficiente de la glu-
coquinasa(Fig.4.3, pág.58 )determinando entonces los coefioientes del-
resto de los componentes del sistema.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en
la Figura 4.4. (pág. VQ.

En la tabla siguiente, Tabla 4.2, apareoen los coeficientes -

de control en esta nueva situación metabólica.

Tramo

de F
C  C C

reacción Ehzina 1 2 E
^  1

Glucoquinasa 1.00 0.00

II

III

Suna de : ( X )j.
i  i

■ 0.00

Fosforilasa - a

Fosfoglucamjtasa

 Oo oo

0.00

0.00

SuiBdec/ :
1  1

0.00

FosfoglucoisotErasa

Fosfofructoquinasa

1.15 - 0.092

5.33 - 0.26

0.217 - 8.6.10 ̂

■  2.1 - 0.105

0.14 -

0.81 -

0.012

0.065

SutB de cj : (X cj ) 0.95 - 0.076
iw. £i. 111
1  1

TABLA 4.2.- Parámetros del sistema experimental y Coeficientes de

control del flujo a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno cuando se anuló-

el ooefioiente de control del flujo para la glucoquinasa. El flujo basal

fue en este caso 0.066 - 2.6.10 ^y^mol/min.mg proteina^ superior al caso-
anterior como era de esperar. El resto de los flujos se normalizaron con

respecto a este valor. Los datos son medias - S.D. de tres experimentos-

distintos. Las actividades enzimáticas básales (que no se indican) fue—

ron las mismas que apareoen en la tabla 4.1, excepto en el caso de la glu

coquinasa que en este caso fue de 2.05 unidyml.mg proteina.
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PGluM

i' F(a

g,(v»>,/KM)

3  4

F/gi(V««/KM)

Fig. 4.4.- Resultados de los experimentos de titulación en-

las condiciones descritas en el esquema de la Fi

gura 4.3.

a) Titulación con las diferentes enzimas del sistema. El

flujo manifiesta ser sensible únicamente a la adición de fos-

foglucoisomerasa (A) y fosfofructoquinasa(O). Las enzimas -

de la ruta convergente II pasan a comportarse de la misma for

ma que la hexoquinasa hepática: la titulación con las mismas

no afecta al flujo final. (Fosforilasa-a (■); fosfoglucomuta

saCD). La glucoquinasa no se representa en esta figura. Las

lineas discontinuas tienen el mismo significado que en la fi

gura anterior. El flujo basal se expresa como 1 y el resto -
de los valores de F se normalizan con respecto a éste último.

Los valores de g^ en el caso de la fosfoglucomutasa se han di
vidido por 1 O.

b) Representación de F frente a F/g^ para la fosfogluco-
isomerasa (A) y para la fosfofructoquinasa(O) . Como es ya -

habitual de estas representaciones se obtienen los valores -

de C y C' a partir de los cuales se calculan los Coeficien—
^  Ftes . F/g^ se ha multiplicado por 10 en esta representa—

ción p^a el caso de la fosfoglucomutasaín ). Fosforilasa - a
(■).
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La imposición del valor cero al Coeficiente de la glucoquina-
sa acarrea, tal como puede verse, una redistribución dramátcia del res

to de los Coeficientes. Llama la atención en primer lugar que las en
zimas del tramo II dejan de tener responsabilidad alguna sobre el con
trol ,del flujo comportándose en este sencido de la misma forma que la-
otra ruta convergente: (2!C = (2IC = O.

Ef -L Ej^
Por otra parte las enzimas de la sección III pasan a asumir -

ellas solas la totalidad del control del flujo: la suma de sus Coefi—
cientes de control del flujo es, ahora, casi la unidad, tal como prevé
la propiedad de la s\jma, y en este caso, por primera vez en nuestros -
experimentos, el Coeficiente de control de la PGI es significativo.

La segunda parte de esta serie de experimentos consistió en -

anular los coeficientes de control del flujo para las enzimas de la Ru
ta convergente II. Esto se puede conseguir añadiendo al medio excesos

suficientes de cada una de las enzimas, manteniendo constante la concen

tración saturante del sustrato de la ruta. Pero también es posible —
llegar al mismo resultado de manera más cómoda y segura, añadiendo un-
exceso de fosfoglucomutasa con una concentración saturante de un sustra
to G1P y de su cofactor G1,

se siguió(Fig. 4.5).
6P. Este último procedimiento fue el que

III
Glucosa I

\ GK

„G6P-^-^
II <^GIuM
G1P

Fig.4.5.- Representación esquemática del sistema experimental
F  F

usando en estos experimentos: C„j. = C„ . =0.
^  Ffa P(^luM

Esto último se consiguió añadiendo un exceso de fosfoglu

comutasa (1.3 unidades/ml) al medio (flecha en trazo grueso),

en presencia de concentraciones saturantes del sustrato G1P -

(5 mM) y del cofactor G1,6P2 (0.5 mM). La concentración de -

glucosa empleada fue 5 mM.

Los experimentos de titulación rindieron los resultados expues
tos en la Fig. 4.6 y en la Tabla 4.3. •
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g,(VM.x/KM)

\
{b)

'

\PFK

- o \

\ o

. .PGl GK

, \ .

F/g,(v„,;KM)

Fig. 4.6.- Resultados de los experimentos de titulación en -

las condiciones descritas en el esquema de la Fig

4.5.

a) Resultados de la titulación con hexoquÍnasa( #)', fos- •

foglucoisomerasaíA) y fosfofructoquinasa(O) sobre el sistema

metabólico mostrado en la Figura 4.5. El flujo es insensible

a nuevas adiciones de hexoquinasa, pero responde hiperbólica

mente a la titulación con cantidades crecientes de fosfogluco

isomerasa y fosfofructoquinasa. Los valores del flujo están-

normalizados y las lineas discontinuas tienen el mismo signi

ficado que en experimentos anteriores. Los valores de g^ se-

han multiplicado por 10 en el caso de la glucoquinasa con ob

jeto de ampliar la curva.

b) La representación de F frente a F/g^ rinde lo mismo -
que en casos anteriores los valores de y de donde se ob

F
tienen los distintos Coeficientes C

£i .

]

La redistribución de los coeficientes de control del flujo adop
ta la misma forma que en el caso de la Tabla 4.3; Por una parte,

_F

^GK
= O

Por la otra:

=  "" ■ p F . .
de tal forma que los valores particulares de y coinciden con
los medidos en los anteriores experimentos.
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Trano

de

reaccicíi Ehzijia
c  c ̂

1

I Glucoquinasa 1.00 0.00

F
Sura de Cg :

i

( V c ̂
^E.
1

^I 0.00

II Fosforilasa - a

Fosfogluccmitasa

1.00

1.00

—  0.00

0.00

SuiH de :
E).
1 1

^11 0.00

III FosfoglLcoisonerasa 1.11 - 0.066 0.165 ¿ 4.83.10"^ 0.1 í 1.4.10^
Fosfofructcquinasa 8.45 - 0.42 3.69 i 0.25 0.88Í1.25.10"^

F
Suma de :

i 1

H
H
H

II

(  cj ) 0.98 - 0.07
e. T
1

TABLA 4.3.- Parámetros del sistema experimental y Coeficientes -

de control del flujo a 5 mM de glucosa y 5 mM de GIF (0.5 mM de G1

El flujo basal en estos experimentos fue 0.066 - 2.6.1 O~^ywmol/min.mg ~
de proteina, igual al caso anterior. Los valores del flujo se normali

zaron con respecto a este valor. Las actividades enzimáticas básales -

fueron las mismas que en anteriores experimentos, excepto en el caso de

la fosfoglucomutasa, en cuyo caso se añadió de la enzima comercial has

ta 1.44 unidades/ml mg proteina. Los valores son medias - S.D. de tres

experimentos.

Estas dos últimas series de experimentos indican pues, que al
añadir un exceso de hexoquinasa o fosfoglucomutasa estando ambas signi
ficatívamente saturadas, el sistema, en lo que al control del flujo se
refiere se ha simplificado pasando a residir todo el control en los pa
sos del tramo III.

Ciertamente, cuando ponemos un exceso de hexoquinasa o fosfo-
glucomutasa, estando ambas enzimas saturadas, no hacemos otra cosa que
liberar la producción de glucosa-6-fosfato de cualquier limitación o -
impedimento cinético. Al quedar asi liberada la formación de este pro
ducto el flujo final(medido como producción de glicerol-3-fosfato por-
unidad de tiempo)depende únicamente de lo que ocurra entre dicho Ínter
mediario y el glicerol-3-fosfato. Esto es equivalente a la reducción-
del sistema metabólico a los dos pasos finales.

Para comprobar este punto se realizó una serie de experimentos
complementarios: Se incubó el sistema experimental como en ocasiones -
anteriores, pero añadiendo en este caso, en lugar de un exceso de cual
quier enzima, una elevada concentración de glucosa-6-fosfato: 7 mM. Si
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efsctívamente ss la liberalización de la producción de glucosa 5 fosfa
to, la responsable de la redistribución de los Coeficientes de control
en las actuales condiciones el sistema debe mostrar el mismo comporta
miento. Estos experimentos aparecen esquematizados en la figura siguió
te.

Glucosa I III
PGI PFK

►  ►
7B

31 G6P
Tí PGluM

yf
y Ffa.

Glucógeno

Fig. 4.7.- Representación esquemática del sistema metabólico
empleado" en los experimentos siguientes.

Se añadió al medio de reacción,que contenia una concen—

tración 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno, una concentra
ción 7 mM de glucosa-6-fosfato (Recuadro en trazo grueso), -
procediendo a continuación a titular con todas las enzimas —
del sistema incluyendo las que figuran en lineas discontinuas.
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Los resultados de esta serie de experimentos se muestran en
la Figura. 4.8. y en la tabla 4.4.

PGluM

/Km

\ o (b)

\ o PFK

o\

PGI

o\

GK \

PüluM ^1

1  , 1 \
2  3

F/g¡ (V^/Km)

^^9- 4.8.— Resultados de los experimentos de titulación en

condiciones descritas en la Figura 4.7.

a) La titulación con fosfofructoquinasa(O) y fosfoglucoi

somerasa(A) afectan al flujo del sistema dando Coeficientes-

de control del flujo significativos. El resto de las enzimas

no influyen sobre el valor del flujo basal. GlucoquinasaC®)

fosforilasa-a (■) y fosfoglucomutasa( □ ). El valor • 1 repre
senta el flujo basal y respecto a él se normalizaron el resto

de los valores del flujo. Las lineas discontinuas, al igual-
que en ocasiones anteriores se han trazado arbitrariamente y-
tienen el mismo significado. Los valores de q. de la fosfo

glucomutasa han sido divididos por 10 y los de la fosfofructo
quinasa multiplicados por el mismo factor.

b) La representación de los datos de la Figura-4.8(a)
nos permite calcular los valores de y y a partir de ellos

determinar los Coeficientes de con-trol del flujo para las di
ferentes enzimas. En el caso de la fosfoglucomutasaF/q. se -
ha multiplicado por 10.



76

Trato

de

reacción Ebzlma s • 's
1

I Glucoquinasa 1.00 —
0.00

F
SutB de Cg :

i 1
'i

0.00
'

II Fosforilesa - a

Fosfogluocmutasa

1.00

1.00

—
0.00

0.00

FSuiB de Cg :
i 1

^11
0.00

III FosfoglucoisoiErasa

Fosfofructoquinasa

1.16

9.41

- 0.058

- 0.47

0.2 - 0.02

4..31 - 0.3

0.13 -

0.89 -

5.10"^

0.07

F
Suna de :

i 1

=

1

1.02 - 0.08

TABLA .4.4.- Parámetros del sistema y Coeficientes de control del

flujo a 5 mM de glucosa, 50 mM de glucógeno y 7 mM de G5P. El flujo ba

sal en este caso coincidió con el de las dos últimas series de experimen

tos, siendo 0.066 í 2.6.10~^/imol/min.mg proteina. Los otros valores
del flujo se normalizaron con respecto a este valor. Las actividades -

enzimáticas básales fueron las mismas que en experimentos anteriores, -

asi como las enzimas auxiliares añadidas. Los valores son medias - S.D.

de tres experimentos separados.

Como puede verse, el sistema se comporta de la misma forma que
en los dos casos anteriores. Podemos afirmar por tanto, que al liber^
se la formación de glucosa—6-fosfato de cualquier restricción, bien —
sea adicionando un exceso de hexoquinasa, bien sea añadiendo un exceso
de fosfoglucomutasa, se proporciona una concentración tal de glucosa-6
-fosfato, que el efecto global es reducir prácticamente el sistema me-
tabólico a dos únicos pasos: los catalizados por la fosfoglucoisomera
sa y fosfofructoquinasa.

Finalmente, se procedió a anular, por el procedimiento ya in
dicado, los coeficientes de las enzimas del tramo III. En estas condi
clones titulamos con hexoquinasa, fosforilasa-a y fosfoglucomutasa.
Fig . 4.9 y 4.10 y tabla 4.5.
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Glucosa I
GK

II

/Pfa.
Glucógeno

III
PGI PFK

G6P=> '=^
/PGluM

Fig. 4.9.- Representación esquemática del sistema metabóli-

co empleado en los siguientes experimentos.

Los Coeficientes de control del flujo por la fosfogluco-

isomerasa y fosfofructoquinasa se hicieron cero por- adición -

de 1.5 unidades/ml y 2.4 unidades/ml respectivamente(Flechas

en trazo grueso). Se llevaron a cabo experimentos de titula

ción^ a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno en el medio como-

sustratos^ con las enzimas fosforilasa-a, fosfoglucomutasa y -

hexoquinasa.
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PGuM

6  9
g; (V„»,/Km

PGluM

10 15

F/ft(V^/KM)

Fig. 4.10.- Resultados de los experimentos de titulación en-

las condiciones descritas en el esquema de la Fi

gura 4.9.

a) La titulación con hexoquinasa(0 ) y fosforilasa-a (|)

provoca una variación hiperbólica significativa en el flujo -

del sistema, mientras que la fosfoglucomutasa (D) no lo afee

ta apreciablemente. Como en otras ocasiones los flujos se

normalizaron respecto al flujo basaK 1 en el eje de ordena

das) y se trazaron arbitrariamente las lineas discontinuas. -

Los valores de g^ han sido multiplicados por 10 en el caso de
la glucoquinasa y por 10 en el de la fosfoglucomutasa.

b) La representación de los datos experimentales de la -

Figura 4.10 (a) rinden en ésta los valores de y a par—

tir de los cuales se obtienen los correspondientes Coeficien

tes de control. Los valores de F/g^ aparecen divididos por -
10 en el caso de la glucoquinasa y multiplicados por el mismo

factor en el caso de la fosforilasa—a y la fosfoglucomutasa.
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Traio

de

reacción &1ZÍIIB s
1

I Glucoquinasa 20.22 - 1.41

o

+1

0.95 - 0.085

F
Suia de

i

F

(SC„ )
Ci.

1
I 0.95 i Ó.085

II Fosforilasa - a 2.93 - 0.23 0.8 - 0.055 0.66 - 0.031

Fosfcgluconitasa 1.00 0.00

Sure de :

i 1
^I 0.66 - 0.031

III Fosfcglucoisoreírasa 1.00 0.00

Fosfofructoquinasa 1.00 ■ 0.00

SuiB de :

i 1
'lll 0.00

TABLA 4.5.- Parámetros del sistema y Coeficientes de control del

flujo a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucógeno después de hacer nulos los

Coeficientes de control de la fosfoglucoisomerasa y fosfofructoquinasa.

En este caso el flujo basal fue 0.032 - 2.24.10 ^yUmol/min.mg proteina.
Las actividades enzimáticas básales fueron las mismas que en anteriores

experimentos salvo en el caso de la fosfoglucoisomerasa,1.77 unidades /

ml.rag proteina, y de la fosfofructoquinasa, 2.45 unidades/ml.mg protei

na. Los valores son medias - S.D. de tres experimentos.

Al anular los Coeficientes de las enzimas del tramo IIí estamos-

transformándolas en enzimas auxiliares(véase Parte III).El sistema que
da entonces como dos rutas metabólicas con un mismo producto final, la
G6P. En cada ruta, considerada individualmente, los Coeficientes para
las enzimas habrán de symar uno.Esto es lo que efectivamente ocurre oon
la ruta convergente ICCqjt =1) ,En el caso de la ruta convergente II.Z'c|.
=0.66.Como ya hemos señalado lo que resta hasta uno corresponderá a la
amilo 1-6 glucosidasa que actúa sobre el glucógeno y que tiene un Coefi
ciente de control distinto de cero.

4.2.2. Discusión.

4.2.2.1. Enunciado de la Convergencia del control.
Los resultados de esta Parte.II,anteriormente mostrados,se han

obtenido empleando el método experimental para determinar Coeficientes
de control del flujo para la enzima Cg descrito en la Parte I. Estos-
resultados prueban la aplicabilidad de la Teoría del control de flujos
a sistemas metabólicos como los descritos.

Por otra parte, la serie de datos experimentales mostrados nos
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permiten enunciar el siguiente corolario de la Convergencia del control:

"En un sistema metabólico con varias rutas convergentes en unpim

to se cumple la Propiedad de la suma para cada ruta lineal que se pue
da considerar en el mismo, verificándose también que la suma de los Coe
ficientes de control del flujo para la enzima(Cg) de todas las enzimas
de cada una de las rutas convergentes hasta el punto de convergencia es
igual para todas ellas en cualquier situación metabólica."

Este corolario aparece ilustrado en la Fig.4.11.

c

i^Co
Ci

^Eao" W ''EBrS''ECi'iÍ'''E''

=1

Fig. 4.11.- La suma de los Coeficientes de control del flu
jo C ̂

"E
de todas las enzimas de cada una de la

.
, 1,

s

distintas rutas met^ólicas que convergen en X, hasta el pun

to de convergencia es igual para todas ellas.

2
F  F n „ F=  I ^ C

^i i=o ''i

Además para cada ruta individual A > P, B

ó c P se cumple la propiedad de la suma

-> P o -

o

n

2
i

II

0
o

lyí
p.

II

?  ''b.
i=o 1

+
n

2
i=o 1

n  ̂ F

2 ̂ c.
1=0 1

+

O
II

1
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En la Figura 4.12 se muestran juntos y esquemáticamente los re
sultados obtenidos en las diferentes series de experimentos realizados

en esta parte.

Glucógeno
O / Ffa.

Glucosa ♦
GK\jI OjPGluM
ÍG^
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Fig. 4.12.- Representación esquemática de las cinco series -

de experimentos realizados a partir del sistema-

experimental descrito en la Parte II.

En cada esquema aparece representado esquemáticamente el

sistema metabólico empleado en cada caso, con indicación de -

las enzimas que participan y de los Coeficientes de control -

del flujo de cada uno de ellos. En el esquema central 1 se -

puede observar cómo se cumple con buena aproximación el coro

lario antes enunciado, con la salvedad del Coeficiente de con

trol no nulo de las amilo-1 ,6-glucosidasa (enzima desramifi—

cante). A partir de esta descripción de la regulación del —

sistema metabólico se procedió a realizar dos series de expe

rimentos complementarios entre si, 2 y 3. Observamos enton—

ees que el corolario se sigue cumpliendo sin restricción algu

na. Estos resultados nos sugirieron los experimentos mostra

dos en 4. Efectivamente la distribución de los Coeficientes-

de control del flujo es análoga a la de los dos experimentos-

anteriores. Además estos resultados apoyan la hipótesis de -

que la liberación de la producción de glucosa-5-fosfato simpli

fica el sistema metabólico, en lo que a la distribución de —

los Coeficientes de control se refiere, a dos únicos pasos: -

los catalizados por la fosfoglucoisomerasa y por la fosfofruc

toquinasa. Los resultados mostrados en el esquema 5 también-

ilustran el corolario: la redistribución de los Coeficientes

de control que se produce se ajusta también a lo predicho por

el corolario, sumando 1 cada una de las rutas convergentes(la

enzima amilo-1 ,5-glucosidasa tendría en este caso un Coefi- -

dente de control para el flujo de 0.3 aproximadamente).

4.2.2.2. Demostración de la Convergencia del control.

El corolario de la Convergencia del control, que en el aparta
do anterior se enunció empíricamente, sobre la base de una serie de re

sultados experimentales obtenidos en un sistema experimental en varia
das situaciones metabólicas es, no obstante, susceptible de ser demos
trado teóricamente. Este hecho le confiere un carácter general al mis
mo nivel que el de la Propiedad de la Suma.

Asi,consideremos un sistema metabólico como el mostrado en la

Fig.4.13,donde una serie de cadenas enzimáticas lineales convergen en-
un intermediario metabólico común X, el cual es posteriormente transfor
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mado en P por otra secuencia de reacciones catalizadas enzimáticamente.

H  p2

n 53^

--1^ Ei ■ Ea
—

Fig. 4.13.- Sistema metabólico con n rutas convergentes en X.

Cada serie de enzimas E^' , >...

tituye una ruta lineal cuyo flujo es F.

Ei » E^, E  cons-
n

Haciendo uso de la definición del Coeficiente de control del
flujo para la enzima podemos escribir:

dF

II

0

+ C^1 -
^®2

F
•

^2

+C^n
^2

de
1

1
de.

n

®2
^1 ®1

de

.+C

^2

de. de.

.+C•p

de.

"E,
..4

de
n

n^

(4.1)

n
n

Esta ecuación expresa que el cambio fraccional . total en -
el valor del flujo final(dF/F) es igual a la suma de las contribuciones
de cada uno de los pasos enzimáticos al cambio fraccional total. Dichas
contribuciones parciales son el producto del Coeficiente de control del
flujo para la enzima(Cg )por el cambio fraccional que se pueda producir
en el parámetro enzimático e correspondiente a cada enzima particular -
(de/e).

En un sistema como el mostrado en la figura 4.13 podemos provo
car un cambio fraccional, c<. , en los parámetros e de todas las enzimas -
E^. y E • j correspondientes a la primera de las ramas convergentes y al —



tramo final común a todas:

del de.
1  1

1
e. e.
1  1

=

O  o

dejando inalterados los parámetros e del resto de las enzimas (E.,E....
E^). En estas condiciones se habrá producido un cambio fraccional ¿e -
igual magnitud en el valor del flujo: dF/F = c< .

£,a ecuación (4.1) se simplificará entonces, al ser:

, 2 3 n
de. de. de.
1 1 1

2  3 n
e. e. e.
1 1 1

=  O

quedando:

dF , F, F ""2 F ""1 F "^2
1  1

TTi de„ ^ de. „ de..

=  = Sí "TT- ̂  Si —T" ̂ ^1  e^ 2 e^ 1 1 s  s

De donde:

n  ̂F n F

¿ S1 ^S = 1 (4-2)i= 1 S ^-i E.

La ecuación(4.3)es una expresión de la Propiedad de la suma:"En
cualquier ruta lineal que podamos considerar en el sistema metabólico -
que estudiamos se cumplirá que la suma de todos los Coeficientes de con
trol es la undiad".

Si hacemos a continuación los mismos cambios en las enzimas E.
y E^ (segunda ruta convergente y tramo común correspondiente) llegamos^
por los mismos razonamientros a una expresión análoga a la (4.2).

n  .,F

i=1 ^1 i=1

Para una serie de cambios de este tipo en cada ruta convergen
tes obtendremos la serie de ecuaciones (4.3).

L

=  1 (4.3)

n n

z:^e1 +

i=1 1 i=1

n ^F n  F

^E? +

=  1

i=1 1 i=1 :

n

c

z:^E? +

i=1 1 i=1 ;

n .,F n F

i=1 i=1 ^i
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De este conjunto de ecuaciones se sigue que:

=  =

1=1 1 1=1 1 1=1 1 1=1 1

que expresa la segunda parte del corolario de la Convergencia del con—
trol: "la suma de los Coeficientes de control del flujo para la enzima-
(C^) de todas las enzimas de cada una de las rutas convergentes hasta -
el^punto de convergencia es igual para el conjunto de todas ellas en —
cualquier situación metabólica".

4.2.2.3. Consecuencias metabólicas de la Convergencia del con
trol.

El corolario de la Convergencia del control, que como se ha vis
tp ha sido confirmado experimentalmente en un sistema metabólico in vi-
tro, nos permite aproximarnos al mapa metabólico provistos de nuevos re
cursos para interpretar y entender cuantitativamente las relaciones en
tre los diversos subsistemas m.etabólicos que podamos definir en él. A-
la luz de estos principa os conceptuales y en tos métodos experimentales
de la misma naturaleza que el descrito anteriormente es posible cuaiiti-
ficar, al menos in vitro, el peso relativo que sobre la regulación de un
flujo metabólico determúnado tienen las distintas rutas que converjan -
hacia un intermediario común.

La aplicación del corolario de la Convergencia del control al-
mapa metabólico conocido nos lleva a algunas conclusiones inmediatas.

Una inspección incluso superficial del mapa nos revela la e-^.is
tencia de varios intermediarios metabólicos que constituyen puntos de -
cruce de numerosas vías metabólicas, tanto sintéticas como degradativaa
Quizás el más destacado sea el acetil-CoA, el cual ocupa una posición -
central entre numerosos px'ocesos de principal im.portancia(glucolisis
oxidación, ciclo de los ácidos tricarboxilicos, síntesis y degradación-
de aminoácidos,etc.). Otros destacados podrían ser el ácido glutámico-
(degradación de Argim.ina,Prolina y Glutamina, o el cuccinil-CoA piruva-
to, lucosa-5-fosfato, cK-cetoglutarato, etc.).

Pues bien, el corolario de la Convergencia del control nos di
ce que podemos elegir una ruta lineal cualquiera que pase por uno de -
esos puntos de encrucijada metabólica de tal manera que se habrá de cum
plir que la suma de los Coeficientes de control del flujo de las enzimas
dé" dicha ruta sumarán la unidad. Pero además la suma de esos Coeficim-
tes de control de cualquier rama convergente hasta el intermediario co
mún será lo mismo que la de cualquier otra rama. Y así ocurrirá, que -
si en una situación metabólica dada, una de las múltiples rutas conver
gentes funciona de tal manera que sü control sobre el flujo total es mí
nimo, esto supondrá que también será mínimo el control que cualquiera -
de las otras rutas convergentes tenga sobre el mismo flujo del sistema,
residiendo la mayor parte del control del flujo en los pasos comunes.
(Esquemas metabólicos 2 y 3 en la figura 4.12). Análogamente, si la si
tuación es la inversa(el control residiendo principalmente en los trairos
convergentes) los pasos comunes apenas tendrán entonces responsabilidad



86

sobr"e el contírol del flujo(Esquema 5 en la figuira 4.12). La aplicación
del corolario de la Convergencia del control y sistemas metabólicos com
piejos se ilustra en la figura 4.14.

Fig. 4.14.- Aplicación del corolario de la Convergencia del-

Control a un sistema metabólico complejo.

El valor de la suma de los Coeficientes de control de -

la rama 1 es igual al de la rama II y al de la rama III, y su

man con los Coeficientes de control de la rama IV la unidad.-

En cada rama metabólica por su parte podrá aplicarse a su vez

el corolario. Así, en la rama I la suma de los Coeficientes-

de control del flujo de las ramificaciones I', II." y i'" serán
iguales entre si y suman con los del resto del tramo I y los-
del tramo IV la.unidad. Lo mismo se aplica al tramo II.

Ya no es posible, pues,(nunca lo ha sido, pero ahora menos que-
nunca) ignorar que en los sistemas vivos la regulación de una ruta meta
bólica cualquiera, depende de lo que ocurra en cualquiera otra que ten
ga un intermediario común con ella(situación por lo demás muy generali
zada) , así como de lo que pueda ocurrir en la propia ruta metabólica.
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Isoenzimas..

Otra consecuencia metabólica de interés se refiere al control-
sobre el flujo que tienen los sistemas de isoenzimas. Estos pueden ser
entendidos como un caso particular de rutas convergentes en'un punto,de
tal manera que distintas enzimas (isoenzimas) catalizan una misma trans
fomración para rendir un producto(intermediario metabólico) común(Figu
ra 4.15).

Fig. 4.15.- Aplicación del corolario de la Convergencia del- ■

Control a los sistemas isoenzimáticos.

Las reacciones catalizadas por las isoenzimas , ̂ 2 ®

I  que transforman en X„ sus sustratos ( el mismo para los
3  ̂

.  tres) son rutas convergentes en X^.

La aplicación de la Convergencia del control a esta situación-
nos lleva a la conclusión de que todas las isoenzimas tienen el mismo —
Coeficiente de control sobre el flujo del sistema. Se trata de rutas -
convergentes en un punto, aunque se dé la circunstancia de que el sustra
to de todas ellas sea el mismo:

F  F

■^1 2 3
Contemplado desde otro punto de vista llegamos a la misma con

clusión. El Coeficiente de control del flujo para la enzima, en el ca
so de una ruta lineal viene dado, según se ha visto en la Parte, I, per
la expresión:

'1
- F
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cuando:
C' e

F = 
Ĉ-fe

donde C| representa el flujo máximo que se obtiene al liberar la trans
formación que se estudia de toda limitación cinética. Puesto que en -
este caso la transformación es común a todas las isoenzimas,C' será el
mismo para todas ellas y por lo tanto todas tendrán el mismo''Coeficien
te de control. Prácticametne ya hicimos uso de esto cuando en los ex-~
perimentos de titulación empleábamos enzimas de cualquier fuente bioló
gica(es decir, isoenzimas en sentido amplio).

No obstante, a pesar de tener el mismo Coeficiente de control,
puesto que las isoenzimas tienen distintas en general valores dife
rentes de las constantes individuales de velocidad y afinidad para dis
tintos ligandos) la síntesis de una determinada cantidad de una de las
isoenzimas produce distintos efectos sobre la redistribución del con—
trol que la síntesis de la misma cantidad de otra. No debemos, tampo
co, olvidar que el Coeficiente de control del flujo para la enzima es-
uno de los Coeficientes que es preciso conocer para alcanzar una ima—
gen completa de la regulación de cualquier sistema. Junto a los cita
dos Coeficientes de control, los Coeficientes de elasticidad son iirpres
cindibles para escribir la regulación de una ruta metabólica. Las dis
tintas formas isoenzimáticas, al tener valores de K diferentes tendrán
en general Coeficientes de elasticidad para sus sustratos y productos.
Lo mismo ocurrirá con sus elasticidades para otros ligandos. Elastici
dades y Coeficientes de Control están, por otra parte, relacionados en
tre si por la Propiedad de la suma y la Distribución de la respuesta.-
Diferentes proporciones de isoenzimas en una ruta metabólica tienen, -
por lo tanto regulaciones diferentes.

4.4.2.4. Generalización de la Propiedad de la suma.

La Propiedad de la suma, descrita por Kacser y Burns, junto con
el corolario de la Convergencia del control que hemos descrito antes ,
nos permiten aproximarnos al mapa metabólico con los recursos concep—
tuales precisos para estudiar el control de cualquier ruta metabólica-
que en él podamos considerar y comprender el alcance exacto de la in—
formación que se derive de dicho estudio.

El estudio de la regulación de cualquier ruta metabólica exige,
primeramente, definir la ruta en cuyo control estamos interesados. Es
ta definición implica la elección de un punto de partida(uno sólo)aun
que dicho punto inicial pueda ser cualquier intermediario metabólico,-
intra o extracelular, y de un flujo final de dicha ruta. No hay nin—
guna limitación respecto a la existencia de ramas divergentes que
desvíen parte de los intermediarios hacia un producto final diferente-
de aquel cuya velocidad de formación constituye nuestro flujo de refe
rencia. Así definido el sistema metabólico, la Propiedad de la suma -
nos dice que la suma de todos los Coeficientes de control del flujo pa
ra la enzima es la unidad, pudiendo existir enzimas cuyos Coeficientes
de control tengan valores negativos(enzimas que desvíen algún interme
diario de la ruta hacia productos finales distintos del final conside-
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rado). ■ Si elegimos cualquier otro punto de partida de forma que el nue
vo sistema metabólico, tenga el mismo flujo dp/dt de referencia, encon
traremos que de nuevo se cumple la Propiedad de la suma, cumpliéndose-
ademas , que si el nuevo sistema metabólico coincide con el primero en—
el tramo final, la primera parte del mismo constituye una ruta conver
gente y por tanto la suma de sus Coeficientes de control es la misma -
que la de los correspondientes del primer tramo de la ruta inicialmen-
te considerada (Convergencia del control). Esto queda ilustrado en -
la figura 4.16.

►Xi—►Xa-ID-^P

Fig. 4.16 - Aplicación de la Propiedad de la suma y del Coro
lario de la Convergencia del control al mapa me

tabólico.

En un mapa metabólico se define una ruta metabólica eli
giendo un punto de partida y un flujo final da referencia. -
Asi, en el sistema representado en la figura es posible defi
nir varias rutas metabólicas. Una de ellas podria ser la que
empieza en A y termina en P inclyéndo a las ramificaciones
que conducen a los productos Q, R, S y T. Para dicha ruta,la
suma de todos los Coeficientes de control es la unidad. Las
enzimas que catalizan la transformación de en Q, R y S y-
las que transforma en T tendrán Coeficientes de control ne
gativos. A partir, de D y nasta P se puede definir otra ruta-
metabólica. En este caso los Coeficientes de control de las-

enzimas que van desde D hasta X (incluyendo la que produce V)
suman lo mismo que los Coeficientes de control de las enzimas
que conducen de A a X. Otra ruta metabólica que podríamos —
considerar es la que va de A a Q. Para este caso los razona
mientos anteriores se aplican igualmente.
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Al aproximarnos de esta forma al mapa metabólico se hace evi
dente que para responder a la pregunta sobre la importancia reguladora
de una determinada enzima, es preciso dejar bien establecido de qué ru
ta se trata, señalando el producto final de la misma y las posibles ra
mificaciones divergentes que pueda presentar, ya que definido un pro--
ducto final al que se llega mediante varios sustratos alternativos,el
Coeficiente de control de una enzima determinada es el mismo para todas
las rutas que pasen por ella. Una enzima dada, pues, tendrá un control
mayor o menor sobre el flujo según el sistema metabólico del que forme
parte. Pero además, dicho control será diferente según el estado meta
bólico que consideremos, según el órgano o tejido en el que dicha trans
formación global esté dciirriendo y finalmente según el organismo de —
que se trate. Así la fosfofructoquinasa, por ejemplo, tiene un control
importante en la regulación de la glicolisis desde glucosa a lactato -
en eritrocito de mamifero(Heinrich y Rapoport, 1974, a,b y c), pero —
esa misma enzima probablemente tendrá distinta relevancia en el control

del flujo de urea m .la ruta que va desde la glucosa a dicho producto -
final en el hígado normal de mamíferos.

Los Coeficientes de control del flujo para la enzima son,pues.
Coeficientes relativos y ocasionales que dependen del sistema metabóli
co, que se considere; de la situación metabólica en la que dicho siste
ma se encuentre, así como del órgano o tejido y de la especie de que -
se trate. ■



5. ¿"ARTE III. Consecuencias teóricas y prácticas de la Cinética -
de rutas metabólicas.

5.1. Concepto de constante de Michaelis de una ruta metabólica:

M

Los estudios cinéticos de enzimas individuales han conseguido -
aportar un conjunto de valiosa información sobre el comportamiento de
cada enzima con respecto a múltiples variables. Ahora bien, el siguien
te pasó, la integración de todos estos datos en un sistema complejo pa
ra obtener una función explícita del flujo de la ruta metabólica, supo
ne el planteamiento de ecuaciones cinéticas complejas de difícil o im
posible solución explícita. Sin embargo, una forma de resolver esta -
cuestión es el estudio cinético global del proceso con métodos simila
res a los de la cinética enzimática clásica, con la diferencia de que-
donde antes se estudiaban transformaciones individuales ahora se estu

dian transformaciones globales. Este planteamiento se denomina Cinéti
ca de rutas metabólicas.

La cinética de rutas completas suministra información global de
la ruta, de tal manera que cuando se perturba un paso en concreto el -
dato que se obtiene está referido al sistema completo, pues indica el-
efecto global sobre el flujo, no sobre la velocidad de un paso.

5.1.1. Teoría.

Para desarrollar nuestro modelo, consideraremos una rüta metabó

lica lineal semejante a la descrita anteriormente:

X, ^1 ^ X., ^2 P
A  > 1 > 2 ^ >

Cuando dicho sistema metabólico alcance el estado estacionario,
la ecuación de velocidad de cada paso vendrá dada, como ya se ha vistq
por la ecuación:

„  , X , X . . .
V. ( 1 - , 1+1)

K  i
^  sa— (5.1,

T  "i+i
'  r- +K. ,

1  1+1

En el caso particular de que sea la primera enzima de la ruta,-
la ecuación anterior tomará la forma:

(a--,)
K  ka

V, =-_A ^

a

^ + ir ^ ~T~
A  1
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Hasta este momento no hemos hecho otra suposición que la de ad

mitir un comportamiento michaeliano de las enzimas de la ruta y de la-
primera en particular. Damos entrada ahora a una segunda y más trascen
dental premisa. Supondremos que la ruta metabólica en conjunto se com
porta como una enzima michaeliana; es decir, el flujo que la atraviesa
guarda con relación a la concentración del sustrato del sistema una re
lación hiperBólica de tal manera que el valor del flujo para cada con
centración dada del sustrato X viene dado por la ecuación siguiente:

o

F
MX

"(a -
0  K A,n

F = ^3 (5.3)

1 t#— + "
0  0
^ A P

Obsérvese que para el caso de flujo inicial (p=0) esta expresiói
queda reducida a una ecuación semejante a la de Michaelis.

''mx • ®

" = 0
A + a

En la ecuación (5.3) representa el flujo máximo del sistema,
en éliimismo sentido que la Vj^ de cualquier enzima: el flujo que atra
viesa el sistema cuando éste se encuentra saturado por su sustrato A.

0^ simboliza la "constante de Michaelis" del sistema para el sustrato
A. Representa la concentración del sustrato que produce un flujo ini
cial, la mitad del flujo máximo De la misma manera 0p representa
la constante de Michaelis del sistema para el producto P.

Al plantear esta segunda hipótesis, estamos ahondando en la ana
logia entre el comportamiento de una enzima aislada y el que manifies
ta un sistema metabólico completo. Ciertamente, lo que distingue a —
una analogía posiblemente justificada de otra fortuita es la naturale
za relativamente profunda o superficial de las relaciones que sugiere.
Al hacer esta suposición sospechamos que una profundización en las con
secuencias de este planteamiento podrá revelar la-existencia de un iso
morfismo entre los conceptos que se manejan al describir la cinética -
de una enzima individual y los que se puedan definir al tratar con ru
tas metabólicas completas. Por otra parte, la idea de un comportamiern
to michaeliano en una ruta metabólica tiene algunos antecedentes.

A.K.Groénd982) parte de la misma premisa para determinar el —
Coeficiente de control del flujo de la PEP-Carboxikinasa en la ruta —^
gluconeogénica en hepatocito de rata, por medio del uso de inhibidores
-a partir ce los datos experimentales aportados por Rognstad(1979) y Aker
boom (1979) para la inhibición por 3-mercaptopicolinato.

J.A. Burns(1968,1969) describe un sistema consistente en una ca

dena de 5 enzimas cuyo flujo se computó en un rango de concentraciones
del sustrato inicial A. El flujo mostró crecer a medida que aumenta
ba a^ hasta alcanzar un valor máximo que permanecía constante al aumen
tar de nuevo a.
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Para los sistemas que se comporten asi, dispondremos, pues, de
una expresión para el flujo que podemos utilizar junto con las caracte
rísticas individuales de sus enzimas para indagar sobre los parámetros-
locales y sistémicos.

Er^ la Jeoría del Control se definen, además de los Coeficientes
de control, C ye , los coeficientes de elasticidad f tal como se ha des

E  Q ., . ,
crito. Una relación importante entre estos es:

Q  " E •

Esta relación expresa que para predecir la variación que expe
rimenta el flujo de un sistema metabólico al variar la concentración de
un efector de una enzima particular, q,(sustratos, productos, inhibido
res, etc.) no basta con -conocer el efecto que dicho efector provoca so

bre la velocidad del paso en cuestión,' la elasticidad £ (coeficiente -
local) sino que es preciso conocer al mismo tiempo el valor del Coefi—
ciente de control del flujo C (coeficiente global).

E

En nuestro caso, el efector bajo consideración será el propio-
sustrato de la ruta A y la elasticidad que habrá que examinar será la -
de la primera enzima respecto de su sustrato: <£ . De la misma forma-
que se ha demostrado la Propiedad de la Distribución de la respuesta,re
ferida a un efector(pág. 14) puede demostrarse:

c! = í • (5.4)A  E, A
A

Puesto que disponemos desuna ecuación del flujo F en función -

de a y de otra para la velocidad del primer paso también en función de-
a podremos hacer uso de la ecuación (5.4) para obtener el Coeficiente -
de control del flujo para la primera enzima.

•^F
_  A

^  f %
ñ

De la ecuación (5.3) tenemos(Véase para lo que sigue el Apéndi
ce C) :

-s F - F
O F MX

A  P

y puesto que:

C
F

A  ̂ a ■ F



94

p

Expresión del Coeficiente de control C de nuestra ruta metabó
lica para el sustrato A

.V

-A
Por otra parte, aplicando la definición de

V  V

£ A d
A  "c) a

tenemos:

\ " ̂A . a (5.6)
/. a X,- , V

K (1+ +_^ ) a

1

La expresión del Coeficiente de control del flujo se obtiene -
entonces fácilmente.

F  - F
MX . a

A  0 A 0 p
_  2 E (5.7)

K (1 + + —lü- ) ^A
^  \ ̂X,

1

y pussto cju© ©n ©1 ©stscio est3CÍon3.2rio 1© v©locid.©d. d.© c©d.© psso coinci
de con ©1 valor del flujo a través del sistema(Vj^ =F)la ecuación <5-7)-
se simplifica:

1

(F - F)K, (1 +^7^+,;^ J
F  MX A Kxi (5_g)
C  = 1 T-

A  '^P

Si suponemos ahor-a que ni el producto de la ruta P ni el de la
primera enzima X^ saturan significativamente (p/0P —O y x-| •üO) la -
pmiaoión (5.8) se reduce a; ^

F  'V - " + " (5.9)
(V. - v)(0.. + a)

A  A A

La ecuación (5.9) rinde finalmente una expresión para el Coefi
ciente de control del flujo de la primera enzima de la ruta E en fun
ción de parámetros sistémicos tales como Y Y parámetros loca-
les:. y ' ̂̂̂a ecuación muestra también la dependencia que tiene
C  de la concentración del sustrato a, permitiéndonos, una vez verifi
E
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cadá la aplicabilidad del desarrollo teóricoj la determinación del Ooe
ficiente de control del flujo por otro método diferente al ya descri
to, implicando premisas distintas y sobre la base, únicamente, de medi
das de flujos y actividades enzimáticas.

El desarrollo expuesto nos capacita además para determinar el
valor del otro Coeficiente de control C y el de Elasticidad .(Ecua
ciones (5.5) y (5.6)). ^

Nos proponemos, pues, comprobar la aplicabilidad del modelo -
descrito a un sistema experimental in vitro, de forma que a partir del
conocimiento de las constantes cinéticas particulares y globales y de-
las medidas de flujos y actividades enzimáticas obtengamos los Coefi—
cientes de control y Elasticidad anteriormente citados, en especial el
Coeficiente de control del flujo Ce^, á diferentes concentraciones del
sustrato. Compararemos entonces los valores de los Coeficientes de —

control del flujo así obtenidos con los que se obtengan por el método-
de titulación.

5.1.2. Sistema Experimental.

El sistema experimental elegido para estos experimentos fue -
el mismo empleado anteriormente y descrito en la Parte I(apartado 3.2)
(pág. 27). La linealidad de la ruta y el carácter michaeliano de las-
enzimas ya han quedado por lo tanto establecidos.

Conviene, no obstante,resaltar un hecho que hace a este siste
ma especialmente idóneo para los fines que nos ocupan. Además de las-
razones expuestas en 3.2 (pág.2.7) , el hecho de que la hexoquinasa hepá
tica tenga una constante de Michaelis para la glucosa, sustrato de la-
ruta, de 10 mM en nuestras condiciones resulta particularmente conve—
niente al permitir la realización de medidas experimentales a distintos
grados de saturación para la primera enzima y por ende para la ruta. -
Un sistema con una constante de Michaelis de la primera enzima del ran
go 1 mM, situación muy frecuente, únicamente nos permitiría, por razo
nes experimentales, estudiar el funcionamiento del sistema a niveles -

saturantes obligándonos a dejar inexplorados rangos de saturación infe
rieres, e imposibilitándonos así el estudio de los Coeficientes de con
trol y Elasticidad en esas condiciones. ~

5.1.3. Materiales y métodos.

Al ser el sistema experimental el mismo que se usó anteriormen
te, los métodos empleados fueron idénticos a los descritos en la Parte"
I. Las muestras se obtuvieron y prepararon a partir de la misma fuen
te y por los mismos procedimientos. Las actividades enzimáticas y la-
concentración de proteínas se analizaron en cada extracto de la misma-
forma que se describió en 3.3.2. Instr\imentos y reactivos fueron tam
bién los mismos.

Los Coeficientes de control del flujo se obtuvieron, a las —
distintas concentraciones de sustrato ensayadas(5, 20 y 100 mM de glu
cosa) , tanto a partir de experimentos de titulación como de las expre
siones obtenidas en el apartado de Teoría(4.1.1), empleando en este ca
so los valores experimentales de flujos y actividades enzimáticas.
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5.1.3.1. Determinación de los Parámetros cinéticos de la ruta:
0 y F

^  MX

Para determinar la constante de Michaelis de la ruta y el
se siguió el mismo criterio que en las determinaciones de las constan
tes de Michaelis y V de las enzimas individuales: los experimentos -
de titulación con glucosa se llevaron a cabo en el mismo "médium" del-
sistema en los experimentos de titulación ya descritos(Apart.3.3.2.6,3
pág.45í. Unicamente diferían de aquellos en la concentración de gluco
sa, la cual varió entre 1 y 100 mM.

La constante de Michaelis y el F se obtuvieron a partir de
representación de Eadie-Hofttee. Las medidas se repitieron cuatro ve-
cis y los puntos obtenidos experimentalmente se ajustaron por mínimos
cuadrados.

5.1.4. Resultados y discusión.

5.1.4.1. Parámetros de la ruta, Coeficientes de control y EJas
ticidad'

La Fig.5.1. muestra los valores de F frente a la concentración
de alucosa. La respuesta del flujo a la varSación en la concentración
de glucosa hace buena en principio, la nipótesis sobre el carácce,. mi-
chaeliano de la ruta.

80 100
[Glucosa] (mM)

Fig. 5.1.- Titulación del sistema Glucosa > glicerol fos
fato con glucosa como sustrato variable.

El flujo muestra una relación hiperbólica respecto al
sustrato. La mezcla de reacción contenia, en un volumen de 2

mi, 100/\1 del extracto, 1 mM de ATP y la concentración de
glucosa correspondiente al experimento de que se trataba. Las
otras condiciones de los ensayos se describen en el apartado-
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En la Fig.5.2 se representan los valores de F frente a F/[gluco-
saj . Se obtiene una recta con una buena linealidad (coeficiente de -
regresión de 0.99) lo cual confirma la relación hiperbólica mostrada -
en la figura 5.1. De esta representación se obtienen los valores de -

^MX ̂  aparecen en la Tabla 5.1

o AO
X

'c

E

<

D

30

20

10

=5 mM

FMAx=0.04A^4n22L

.

\  min mg

-

• N.

1 1  1 1_ . 1 1 \i
2  A 6 8

(F/[Glucosa]) X10^ (m M)

Fig. 5.2.- Representación de F frente a F/ [glucosa].

Los datos de la figura 5.1 se llevan a esta representa——

ción, obteniéndose de ella los valores de F v 0 F es
MAX ^ MAX

la intersección con la ordenada; 0^ es la pendiente de la '—
recta.

MX

5 - 0.31 0.044 - 2.2.10"^

TABLA 5.1.- Parámetros cinéticos globales de la ruta-

metabólica: 0^ (mM) y (yUmoles/min.mg proteina). Los da
tos son medias Í S.D. de cuatro experimentos.
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Antes de continuar con el procesamiento de estos datos junto ccn
los otros necesarios merece la pena que hagamos un breve comentario so
bre la magnitud del valor observado de la "constante de Michaelis" de-
la ruta 0 . Como se ve, 0 es justamente la mitad del valor de la cons
te de Micñaelis de la glucoquinasa. Esto significa que la afinidad de
la ruta metabólica considerada por la glucosa ha aumentado respecto a-
la que se observa cuando se estudia a la glucoquinasa aisladamente.

No obstante, ambos valores no son inmediatamente comparables.La
K  de la glucoquinasa en las condiciones en las que se desarrolla la-
ruta metabólica no es la misma que la que se midió estudiando a la en
zima individualmente. La de la glucoquinasa, se valora en condicio
nes de velocidad inicial, esto es, sin acumulación significativa del -
producto, G5P. En el sistema metabólico completo la G5P normalmente -
alcanzará una concentración significativa y por ello su aparente,por
supuesto) tendrá un valor diferente.

Sin embargo, estos hechos nos llevan a revisar, a la luz de es
te nuevo enfoque, ciertos análisis metabólicos. Cuando se estudia el—
papel regulador que desempeña el hígado sobre la concentración de glu
cosa sanguínea¿no será más acertado considerar el valor de la constan
te de Michaelis de la ruta glicolítica completa para la glucosa antes-
que el de la glucoquinasa aisladamente? Es evidente que el valor que-
adopta la primera no es independiente del de la segunda, pero quedar
se en la inspección de la K de la enzima aislada puede llevar a erro
res. En nuestro caso, frente al valor 1 O mM para la enzima aislada se
presenta 5 mM.. Las conclusiones que se deriven a partir de uno y otro
pueden ser marcadamente diferentes. Recordemos que la concentración —
de la glucosa sanguínea es normalmente 5 mM, es decir, similar a la 0^
de la ruta metabólica que hemos analizado y justo en el rango de con—
centraciones en las que la sensibilidad del flujo a pequeños cambios -
en los valores de la concentración de glucosa es máximo.

Con los datos de 0 y F se está por lo tanto en condiciones -
de determinar, por medio de las ecuaciones(5.5)(5.6) y (5.9) (consideran
do despreciable la saturación por el producto tanto de la ruta como de
la primera enzima) los Coeficientes de control y de elasticidad de.

, a cualquier concentración del sustrato. Se eligieron 5, 20 y
100 mM correspondientes al 50%, 80% y 95% de saturación de la ruta res
peetívamente. Los resultados así obtenidos se muestran en la tabla
5.3. Estos son el resultado de procesar los datos que se muestran en-
la Tabla 5.2.

Los resultados indican que el Coeficiente de control del flujo-
de la hexoquinasa hepática decrece a medida que aumenta el grado de sa
turación de la ruta. Simultáneamente se produce un descenso en el va
lor del Coeficiente de elasticidad de la enzima en cuestión. La caída
en el valor del Coeficiente de control del flujo para la hexoquinasa -
hepática deberá ir acompañado de un aumento de ese mismo Coeficiente -
en las otras enzimas del sistema, tal como impone la Propiedad de la —
suma.
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Concentración de glucosa

5 mM 20 mM 100 rnM

Flujo tasal 0.020 - 2.46.10~^ 0.035 - 2.8.10~^ 0.040 Í 4.10 ̂

Otros parámetros

JmX \

0.044 í 2.2.10 ̂  5- 0.31 10 - 0.8 0.07 - 2.10"^

TABLA 5.2.- Datos procesados de acuerdo con las ecuaciones —

(5.5), (5.6) y (5.9) considerando despreciables la saturación por el —

producto tanto de la ruta como de la primera enzima. Los flujos (basal

y máximo) y se expresan como yUmoles/min.mg proteina. 0^ y K vie
nen dados en unidades mM. Todos los valores son medias - S.D. de tres-

experimentos .

F  V" F
Glucosa % Saturación ^A ^a ^ '"e

A

5 mM 50% 0.60 - 0.042 0.83^ 0^)37 0.72 í 0.05

20 mM 80% 0.20 - 0.012 0.66 - 0.02 0.30 í 0.024

100 mM 95% 0.095 i 6.10"^ 0.67Í6.8.10"^ 0.14 i 7.10"^

TABLA 5.3.- Coeficientes de control y elasticidad a distin

tos grados de saturación por glucosa. Los valores son medias Í

S.D. de tres experimentos.

Al variar la concentración de glucosa, cambian los niveles de -
los intermediarios en cada estado estacionario. Esto provoca que las-
interacciones con los sustratos y productos de cada enzima varíen, lo-
cual se refleja cuantitativamente en.la redistribución de los valores-
de los Coeficientes de control y Elasticidad.

5.1.4.2. Comparación de los Coeficientes de control del flujo.

Se determinaron, mediante el método de titulación con enzimas,-
el Coeficiente de control Cg^ a 20 y 100 mM(los Coeficientes de Control
con glucosa 5 mM ya se habían determinado en la Parte I). La figura -
5.3 muestra los resultados obtenidos a 20 mM.
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g,(V«„/KM)

Fig. 5.3.- Resultados de la titulación con hexoquinasaC#),

fosfofructoquinasa (O) y fosfoglucoisomerasa ^A)

a 20 raM de glucosa.

a) Representación de flujos frente a g^. El primer pun
to de cada curva representa el valor normalizado del flujo,me

dido sin ninguna enzima añadida (salvo las auxiliares), con -

sólo las enzimas del extracto presentes. La fosfoglucosa iso

merasa sigue sin mostrar responsabilidad en el control del —

flujo; distribuyéndose la totalidad de dicho control entre la

glucoquinasa y la fosfofructoquinasa. Pero a diferencia de -

lo que ocurria a 5 mM ahora recae la mayor parte del control-

sobre la fosfofructoquinasa. La actividad de las hexoquina—
2

sas está multiplicada por 1 O para ampliar la curva. Lo mis

mo que en casos anteriores, los tramos discontinuos han sido-

trazados arbitrariamente.

b) Representación de F frente a F/g^. De la intersección
con el eje de ordenadas se obtiene es la pendiente -

de la recta. Los Coeficientes de control del flujo se obtie

nen de acuerdo con la expresión C
Ci - 1

Los válo—

res de la actividad enzimática de la hexoquinasa se han multi
2

pilcado por 10 en esta representación.
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En la tabla 5.4 se muestran los Coeficientes de control del flu
jo obtenidos a 20 mM de glucosa. ~

Enzima
1

Glucoquinasa 1.49 - 0.09 0.034 - 3.06.10"^ 0.33 - 0.021

Fosfogluccxguinasa

O
o

0.00

Fosfofructoquinasa 2.89 - 0.175 0.95 - 3.5.10"^ 0.65 - 0.05

FSuiBs de Cg :
i

)

1

0.98 - 0.07

TABLA 5.4.- Coeficientes de control del flujo para la enzima -

obtenidos a 20 mM de glucosa en experimentos de titulación con enzima.-

Las actividades enzimáticas básales fueron las mismas que se describen-

en la tabla 3.6. Los valores de se normalizaron haciendo 1 el flujo

del sistema sin enzimas añadidas. El flujo basal fue 0.035 í 2.8.10~^-

^rnoles/min.mg .proteina. Todos los valores son medias - S.D. de tres-

experimentos. Tal como se espera de la teoría, la suma de todos los

Coeficientes de control del flujo para la enzima está próxima a la uni

dad.

Los resultados obtenidos al titular con enzimas a 100 mM de glu
cosa se muestran en la Figura 5.4 (pág.102 y en la tabla 5.5.

Enzimas s
1

Gluooquinasa 1. 39 - 0.09 0.028 - 2.10"^ 0.28 - 0.015

Fosfoglucoisonarasa 1.

O
o

.0.00

Fosfofructoquinasa 3.06 - 0.21

oc
o

o

+1

o

0.67 - 0.05

SuiHdec/ : (2lc/ ) 0.95^0.038Ei --E.

TABLA 5.5.- Coeficientes de control del flujo para la'enzima ob

tenidos al titular con enzima a 100 mM de glucosa. Las actividades en

zimáticas básales fueron las mismas que se describen en la tabla 3.6. -

Los valores C' y C' se normalizaron respecto al valor del flujo basal,
+  -3que fue 0.040 - 4.10 moles/min.mg. proteina. Los Coeficientes de -

control del flujo para la enzima suman también en este caso aproximada

mente la

parados.

mente la unidad. Los valores son medias - S.D. de tres experimentos se
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3 F/g,(V„„/KM) 5  6
QíÍWKm)

Fig. 5.4.- Resultados de los experimentos de titulación con
hexoquinasa(#), fosfofructoquinasa(O) y fosfo—

glucoisomerasa(A) a 100 mM de glucosa.

a) Representación de F frente a g^. El valor 1 del flu
jo corresponde al flujo basal normalizado^ con únicamente las

enzimas del extracto más las auxiliares presentes en el medio.

La tendencia observada a 20 mM se ve confirmada en estos nue

vos experimentos. La fosfofructoquinasa continúa siendo la

rtiáxima responsable del flujo a través del sistema^ residiendo

el resto del control en la glucoquinasa. Las lineas disconti

nuas se han trazado arbitrariamente correspondiendo al rango-

de actividades enzimáticas de valores inferiores a los conte

nidos en el extracto. La actividad de la glucoquinasa esta -
2

multiplicada por 10 .

b) Representación de F frente a F/g^. Esta representa—
ción nos rinde los nuevos -valores de C^' y j a partir de —
los cuales se pueden calcular los Coeficientes de control del

flujo para la enzima. Los valores de la actividad enzimática
2

de la glucoquinasa se han multiplicado por 1 O .

Finalmente, la tabla 5.6 muestra a efectos comparativos, los
Coeficientes de control del flujo para la glucoquinasa en las distintas
condiciones ensayadas, obtenidos por el método de^titulación y a partir
del modelo desarrollado en esta segunda parte. (Ce^)0 representa los -
valores obtenidos por este último procedimiento yy ^
nidos a partir de las medidas de
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Glucosa 's:
A

5 mM 0.77 0.72

20 mM 0.33 0.30

1 00 mM 0.28 0.14

PTABLA 5.6.- Comparación de los valores de C para la gluco--

quinasa obtenidos al titular con hexoquinasa y a partir del modelo desa

anteriormente. (C^'' ; Coeficientes de control del flujo para
la glucoquinasa obtenidos por el procedimiento de titulación. (C ̂  ) •

E  0"
Valores de esos mismos Coeficientes por el procedimiento alternativo.

Los resultados indican que existe una buena concordancia entre-
ambas series de valores, lo cual constituye una evidencia de la validez
del método de titulación por una parte y de la aplicabilidad de los mo
délos teóricos desarrollados en las partes I yHUpor otra. Sugieren-
ademas que el sistema experimental puede ser empleado para indagar so
bre la relación entre las diferentes distribuciones de los CoeficientES
de control y los diferentes grados de saturación del sistema a través-
del análisis detallado de los niveles de intermediarios, constantes ci
néticas de las enzimas individuales y de las interacciones entre unos-
y otros. Ello permitiría, de un lado profundizar en el conocimiento -
de los mecanismos que protagonizan la regulación de este sistema meta-
bólico particular y de otro en la relación entre los factores ambienta
les del sistema y los Coeficientes de control y Elasticidad.

Este planteamiento cuantitativo del problema de la regulación -
de los sistemas metabólicos contribuye poderosamente a establecer teó
rica y experimentalmente la visión dinámica de la regulación del meta
bolismo frente a la imagen congelada que generalmente impera de estos-
procesos.

5.2. Nueva definición de enzima auxiliarí*).

El concepto de enzima auxiliar es, para el bioquímico dedicado-
ai estudio de la regulación metabólica(y para los demás también), un -
concepto elemental del que hace uso rutinario en el laboratorio, desde
el momento en que las enzimas comerciales purificadas se utilizan como
reactivos específicos para análisis. Una enzima auxiliar se define ha

(*)
Empleamos el adjetivo auxiliar entendiendo que también nos referimos

con él a las denominadas enzimas indicadoras. Se refiere este último-
término a aquellas auxiliares que transforman sustancias que experimen
tan cambios en sus propiedades ópticas al sufrir la transformación,per
mitiendo dichos cambios seguir ópticamente la cinética de la reacción."
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bitualmente como aquella que cataliza una reacción acoplada a otra en-

cuya cinética estamos interesados y que se encuentra en suficiente exce
so como para garantizar que siendo■mínimo el tiempo preciso para alean
zar el estado estacionario la velocidad de la reacción completa sea ra
zonablemente próxima a la de la reacción principal o dicho de otra ma
nera que la cinética de la reacción acoplada sea de primer orden respec
to del producto de la primera reacción.

Liberar a esta definición de los términos cualitativos y ambiguos
(¿cuánta enzima es suficiente exceso?¿'Cuánto es un tiempo razonablemen
te pequeño?) exige un análisis cuantitativo de cada caso particular de
que se trate, comparando los cocientes:

,  y . ^MXK , principal ^ (— ) . ^ .
M  . K, auxiliar

M

de tal modo que cuando:

V  V

»  (-^)K . auxiliar K, principal
M  ■ M

tendremos descritas las condiciones exactas para realizar el ensayo.

Lo que nos proponemos es dar una nueva definición de enzima auxi
liar a la luz del enfoque aportado por la Teoría del Control de Flujos
desarrollada por Kacser y Burns. Esta definición requerirá, para cada
caso particular, un análisis previo, lo mismo que en la definición an
terior, pero desde otro punto de vista y en algunbs aspectos más sim—
plificada.

Nuestra definición se limita a dar un número cuantificando el -
carácter de paso limitante y a partir de ahí el suficiente exceso: Una
enzima auxiliar es aquella que cataliza el último o el primer paso de-
una ruta, con un Coeficiente de control de flujo para la enzima igual-
a cero.

En una ruta metabólica pueden haber varias enzimas auxiliares.
En este caso, serán enzimas auxiliares todas aquellas que con Coeficien
te de control de flujo nulo, estén seguidas o precedidas en la secuen
cia únicamente por enzimas auxiliares.

Esta definición es una aplicación práctica de la Teoría del con
trol de flujos. Kacser y Burns han definido el Coeficiente de control
del flujo C , como ya hemos visto, según la expresión:

E *1

F  dF/F _ dF gj
c:

E. dg. ,q. dg. F

Este coeficiente expresa el cambio fraccional que experimenta -
el flujo F, que recorre una ruta cuando se produce un cambio fraccional
infinitesimal en la actividad enzimática, descrita por el parámetro g^.
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Una propiedad de dichos coeficientes es la Propiedad de la suma
la cual nos dice, c^mo ya sabemos, que la suma de los coeficientes de
control del flujo de todos los pasos de una ruta es la unidad. Uña
enzima cuyo coeficiente de control Cg. sea nulo no tiene ninguna res—
ponsabilidad sobre el control del flujo que atraviesa el sistema. Asi
si en una serie de, por ejemplo,tres reacciones enzimáticas sucesivas,
las dos últimas tienen un Coeficiente de control del flujo nulo; enton
ees, el de la primera será Cg =1. La primera enzima tendrá, pues,to
do el control sobre el flujo del sistema de modo que variaciones en la
actividad de la enzima(o en la concentración de la misma) se refleja—
ran linealmente en el flujo total permitiéndonos estudiar la cinética-
de dicha enzima o valorar su actividad.

Por otra parte, como también se ha visto, la dependencia del —
flujo de una ruta metabólica lineal bespecto de la actividad de una de
las enzimas de dicha ruta tiene la forma de una hipérbola cuadrada(Fig.
5.5) .

Actividad enzImáticG (g¡)

Fig. 5.5.- El flujo de la ruta metabólica responde de forma-

no lineal a cambios en el parámetro g, de una de-

las enzimas. Los mismos cambios fracciónales en la enzima en

diferentes puntos tienen efectos diferentes sobre el flujo.

La simple inspección ^e esta curva nos muestra que a medida que
aumenta, el coeficiente Cg. se va haciendo progresivamente menor —

hasta que a partir de cierto valor de g^ prácticametne no hay variación
del flujo frente a posteriores adiciones de g^. ̂ En otras palabras, a-
partir de cierto valor de g^ podemos decir que =0. Ese valor de-
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g., en unidades de actividad enzimática, depende de como éste construí
do el sistema y puede ser determinado experimentadmenta(Partes I y II).

■En los sistemas experimentales descritos en las Partes I y II -
hemos hecho ya uso de este concepto y definición. Así ha sido cuando-
expresamente hemos añadido a la mezcla de reacción 0.66 unidad/ml de -
aldolasa, 3.33 unidades/ml de triosafosfatoisomerasa y 2 unidades/mide

oc -glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, con el fin de garantizar que tos
de cada una de ellas se hicieran nulos. Esto nos permitía, entre

olj-as cosas, centrar la discusión sobre la distribución de los Coefi—
cientes de control del flujo en los pasos anteriores. Aldolasa, trio
saf osf atoisomerasa y ec-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa fueron enzi
mas auxiliares porque no tenían ningún control sobre el flujo que atra
vesaba el sistema, y porque constituyen el tramo final de la ruta. No
ocurre asi, sin embargo con la PGI que aunque nuestros resultados mués
tran que su coeficiente de control es nulo, no es una enzima auxiliar-
ai estar seguida en la secuencia por la PFK que tiene un Coeficiente -
de control significativo.

La Teoría del control de flujos metabólicos muestra de esta ma-^
ñera su capacidad en orden a cuantificar una importante parcela del -
lenguaje bioquímico, al permitirnos revisar y reformular uno de los —

.conceptos prácticos de mayor uso en cualquier laboratorio dedicado al
es tudio de la regulación metabólica.
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6.Apéndices.

6.1 . Apéndice A.

En este apéndice consideraremos en detalle la aplicación de ciar
tos aspectos de la Teoria del control de flujos al caso particular de-
una cadena de enzimas(no saturadas primero; con saturación significati
va después)E^,E^ '^2' "^n llevan a cabo la transformación de un sus
trato A en un producto final P, a través de sucesivos productos inter
medios; X ,X2,X2...X . La estructura metabólica de este sistara se repre
senta en el esquema siguiente:

E  E E

A  > X, > X., > > P
1  2

Es posible resolver el sistema de ecuaciones diferenciales que-
describe el sistema metabólico, y asi obtener una expresión explícita-
para el flujo en términos de los parámetros enzimáticos y ambientales.
La ecuación(A.1) expresa la velocidad de una reacción reversiblé cata
lizada por una enzima(Alberty,1959; véase también Cleland,1963).

V. X. ^
1  1+1 ,

(x. - —)
K. i K i

"i = i- ^2 (^.1)
X. X . .
1  1+1

1  + —C +
K. K. ^
1  1+1

Modelo A.1: Enzimas sin saturación significativa(Kacser y Burns,1973)

Cuando la enzima no está apreciablemente saturada por su sustra
to y producto, (A.1) se reduce a:

"i - ̂  •■'i - ^ ' "'•2'
1  eq

Haciendo uso de esta última expresión, junto con el hecho de -+
que en el estado estacionario todas las velocidades v. deben ser igua
les al flujo que atraviesa la ruta,F, podemos escribir el siguiente —
sistema de ecuaciones:

■ ic-
A  eq

^  , "2 ,
'l = ^ = ÍT <■'1 - — ' : (a.3)

1  eq

^2 ^3
^2 " ^ " K~ ^^2 " K 2^

2  eq

V

V  = F = -2— (x - —^ )
n  K n K n

n  eq
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donde V. y K. representan las velocidades máximas de la reacción di—
recta y^las constantes de Michaelis de las sucesivas enzimas y K las
constantes de equilibrio. Los niveles desconocidos de los intermidia-
rios X X^ pueden eliminarse de (A.3) dividiendo los térmicos
de la izquierda por los aprogiado^ V/K y dividiendo asimismo por
la segunda ecuación, por K .K la tercera y asi sucesivamente.^"^Al
sumar todas las ecuaciones^^tal^Bomo quedan, se eliminailos términos -
que contienen las concentraciones de los intermediarios obteniéndo
se :

K
A  1 2
K  K K

F ( + TT + TT r +......) - a —
V  V K V _K 1V, V,K ̂  V„K T K A,n
A  1 eq 2 eq eq eq

De aquí la expresión para F será:

a- H
F = \q^'" (A.4)

, ̂ A ^1 - ^2
(rr—V, V.K A V„K A K 1

A  1 eq 2 eq eq

Esta ecuación es de la forma:

C

F = r-? 7"? 77 (A.5)1/g^ + i/g^+ i/g2+ + Vg^

donde C = a ^ y q. son variables del sistema ya que en su
o  K A,n "=1

eq

expresión está implicada la concentración de la enzima e..

V. . K k..K

g  =—i 53 = e ^-^2
^  K. ^ K.

1  1

^A kA_
^A ®A K

A  A

considerando sólo una enzima E. como variable la ecuación (A.5) puede-

ser escrita como:

C. . g.

F = (A.6)
C2 + gi

donde C y son parámetros sistémicos que incluyen todos los paráme
tros cinéticos y termodinámicos del sistema, excepto los que se refie
ren a la enzima E^ y a la reacción que esta cataliza.

Obsérvese que para este modelo contamos con expresiones explí
citas de ^ *"2' significa que la ecuación (A.5) es una funciói
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explícita del flujo.

Modelo A.2. Enzimas con saturación significativa.

Si admitimos que las enzimas del sistema están significativamai
te saturadas por sus sustratos y/o productos^puesto que en el estado
estacionario dicha saturación permanece constante, la ecuación(A.1)
quedará:

V. X. ,
1  , 1+1 ,V. = —— ( X. - -—: r )

1  K

donde:

.C. i ' K A,i
11 eq

X. X. .

C. = 1+ ̂ 4. -1±1

A partir de esta expresión se puede seguir el mismo procedimien
to seguido en el caso de enzimas no saturadas. ~

A A eq

""i ^2
V, = F = — (x -
1  K C K 1 ' (A.7)

1  1 eq

^2 ^3
^2 ^ K C ^^2 K 3^

2 2 eq

V

V  = F = —— ( X 2— )
n  K C n K n

n n eq

Llevando los términos *^2''"" pj^imer miembro en cada
caso, y dividiendo por los apropiados v/K y K la segunda ecuación,-
etc. , tal como se hizo antes llegamos a:

- K . C K C K C/  ■ A A 1 1 n n , D
F ( -^7 + w ^ . + + .. .. , _ . )=a - ̂

-  V K A,n-1 ~ K A,nA  1 eq n eq eq

De donde:

a -

K A,n

A A 1 1 n n

V  V K A V K A,n-1
A  1 eq n eq '
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Esta ecuación también podemos expresarla como:

C

F = 1/g^ + 1/g^ + i/g2 + + ''/^n
(A.9)

donde g. viene dado por:

V..K "a
1  eq

Análogamente considerando sólo una enzima como variante, la ecua
ción (A.9) tendrá la misma forma que (A.6).

F = S-^i
c¿+gi
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6.2. Apéndice B.

En el apartado 3.1.2(pág. 22 ) llegábamos a la expresión:
C' -F

F  1
C  = — (ecuación 3.9)

^ A
1  1

a partir de la ecuación para el flujo :

. C- g

F = (3.7)c¿+g

to a q.
1

i
Para ello hicimos primeramente la derivada parcial de F respec

■s F - <=i s' '=2
(C¿+g^ )^ (C¿ +

FAhora reemplazamos esta derivada en la definición de C
E.

1

_ "a F _gj _ 4 ^i (3.8)
"i " (C- .g,)2 ' ^

De la expresión inicial del flujo(ecuación 3.7), podemos despejar
.8) .
(C- - F)g^

y sustituirla en (3.8).

■ ^2 F
- F)

"i 2C¿ g. + g.) F
Desarrollando y simplificando el denominador, tenemos:

F  <=1
E

,  g,'(C. -F)2 2 g/(C,. - F)
(  ̂ + + g ).-F

F  F ' ■ ^

C' (c^ - F)

(C' - F)^ + 2F(C' - F) + F^) 2
(  ̂ ] ) • F

f2

C- (C'- F)

-2 F + F^+ 2 FC^ - 2F^+ F^
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(C- -F) C- - F

E.
1

S - ̂

s
(3.9)
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5.3. Apéndice C.

La ecuación (5.3) (pág. 93 :

F.

( a - ft/K )
0A " ^^5

P = •
(5.3)

1  + -IT +0  0
A

la derivamos respecto al sustrato variable a:

^ "" ( 1 + TjS- -i-E- ) - -J— -¡^5^— (a E )
■S F S «¡A «'a i^A
"3 ' , q

p

F
MX ,

(a -F  0 :.:z K A,nMX A eq

0, (1 + rj— + ^ ) 0 (1 + VT—— + 7;p—

El segundo término podemos expresarlo (empleando la 5.3) coínó:

F

'^A
A

Entonces:

F
•\ .q MX^ F F

®  "aí' s—+-S—) 0. <1 + —)0p A 0^ 0p

FSustituyendo esta expresión en la definición de

J  á F a ^MX_ ^
"0

^A =07^-1
-P;^^

A

•
Ad )

 P

El mismo tratamiento se aplica a la expresión(5.2}

\  ̂1.
( a —z- )V, K K A

^  ̂ ^3 (5.2)
.  a xi

A  1
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para obtener £^A (ecuación (5.6))
A

V  V — V a.
A = A A . .

A  /. a X. , A

^  ̂A ^
F

Con estas dos expresiones(5.5) y (5.6) se llega a la de C.E
por medio de la relación (5.4).

- 4 •

De aquí: p

=p

,
A

A

por lo que sustituyendo:

F  - F
MX

-h !!p (5.7)
\  " V -v^  A A a

K ( 1 + H—

Al ser F = V en el estado estacionario/y considerando que p/0„ =í O y
A

V / K Oí O nos queda:
1  Xi,

,F — F, ,K + a.
c? . I™ ^ (5.9)
\  <^A - ''a ' "^A ^

que es la mostrada en el apartado 5. Id. (pág.91 )
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7.- Resumen y conclusiones.

Este trabajo ha tenido por objeto explorar ciertos aspectos de
^ a Teoría del control de flujos en sistemas experimentales in vitro. Se
ha intentado también aplicar los métodos y técnicas de la Enzimología -
clasica a la Cinética de las rutas metabólicas. A continuación se resu
men las principales conclusiones alcanzadas.

1. Se desarrolla la Teoría del control de flujos enunciada por Kac
ser y Burns, generalizándo algunos aspectos de la misma y veri"
ficando su aplicabilidad para sistemas experimentales in vitro
en condiciones de saturación significativa para todas sus enzi
mas.

2. Se diseña un procedimiento experimental para la determinación-
de los Coeficientes de control del flujo para la enzima, de
aplicación general a sistemas experimentales in vitro.Dicho mé
todo permite comprobar la Propiedad de la suma en diferentes —
condiciones de saturación por el sustrato de la primera enzima
y examinar la redistribución de dichos Coeficientes de control
en función de estos cambios.

3. La aplicación de este método a varios sistemas metabólicos de-
topológica no lineal (sistemas con rutas convergentes

en un punto) permite enunciar el siguiente corolario de la Con
vergencia del control:"En un sistema metabólico con varias ru
tas convergentes en un punto se cumple la Propiedad de la suma
para cada ruta lineal que se pueda considerar en el mismo, ve-

también que la^suma de los Coeficientes de control
del flujo para la enzima(C ) de todas las enzimas de cada una
de las rutas convergentes hasta el punto de convergencia es
igual para todas ellas en cualquier situación metabólica".

Para este corolario, enunciado ihi-cíalmente sobre la base de
una serie de resultados experimentales, se plantea una demos—
tración teórica que le confiere un carácter general al mismo -
nivel que el de la Propiedad de la suma. Dicho corolario tie
ne, además, interesantes consecuencias metabólicas.

4. Se trasladan conceptos y métodos de la Enzimología clásica a -
la cinética de las rutas metabólicas.

a.) Se define la "constante de Michaelis" de una ruta metabóli—
££ sus sustratos y el Flujo máximo de la misma,
F  .
MX

b) Se determinan los valores de estos parámetros globales en -
una ruta metabólica lineal in vitro y se comparan con los pará
metros particulares respectivos de la primera enzima de la ru
ta.

c) La analogía establecida nos permite determinar por otros
procedimientos los Coeficientes de control del flujo para la -
enzima en el mismo sistema experimental empleado anteriormente
comprobándose la coincidencia de los resultados en las distin
tas condiciones de saturación por el sustrato de la ruta. Se-
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determinan también los Coeficientes de Elasticidad de la gluco
quinasa para la glucosa en las diferentes condiciones, asi co
mo los correspondientes Coeficientes de control del flujo para
el sustrato.

5. Se establece una nueva definición de enzimas auxiliar a la luz
de la Teoría del control de flujos: "Una enzima auxilair es —
aquella que cataliza el último o el primer paso de una ruta, -
con un Coeficiente de control del flujo para la enzima nulo" .

"En una ruta metabólica pueden haber varias enzimas auxiliares-
En este caso serán enzimas auxiliares todas aquellas que teni^
do un Coeficiente de control para la enzima nulo, estén seguí
das o precedidas únicamente por enzimas auxiliares".

6. Este concepto de enzima auxiliar junto con el método de deter
minación de los Coeficientes de control del flujo para la enzi
ma mediante el empleo de enzimas purificadas de cualquier fuen
te permite diseñar un esquema de operaciones para el estudio -
del Control de Flujos en rutas metabólicas. Así, al añadir en
zimas"auxiliares" conseguimos "acotar" una ruta metabólica da
da haciendo nulos sus Coeficientes de control del flujo y, por
la Propiedad de la suma, el resto de las enzimas de la ruta ve
rán incrementados sus Coeficientes de control del flujo de tal
manera que entre ellos sumen la unidad. No obstante, si el sis
tema está actuando en condiciones de baja saturación, la rela
ción entre dichos coeficientes incrementados será la misma que
el sistema completo inalterado(Kacser y Burns, 1.973). Puesto
que los coeficientes grandes son más fáciles de determinar que
los pequeños,en situaciones en las que todos los coeficientes-
sean pequeños(Flint,et al, 1981) e'ste método presenta consi
derables ventajas. Por lo tanto, por medio de adiciones de en
zimas auxiliares correspondientes a tramos sucesivos de una ru
ta dada, los Coeficientes de control del flujo para la enzima-
podrán ser determinados según el siguiente esquema:

^2 ®3 *=4 hA — —ÍX2—

+ Enzimas auxiliares E^jE^,..

(1)

3

£
1

Titulación con enzimas

(2) Enzimas auxiliáre's. ^ y ' +Enzimas auxiliares..

iíi = ̂
1=2

Titulación con enzimas

(3) Enzimas auxiliares ,e ,E. ,E
2

1

1=4

Titulación con enzimas

¿íi ̂
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Para rutas metabólicas más complicadas se podrá diseñar un mé
todo similar pero más complejo. Puesto que de esta manera se pueden -
determinar los cocientes entre todos los coeficientes, la estimación -
del valor absoluto de cualquiera de ellos por cualquier otro método, -
nos permitirá conocer inmediatamente los valores absolutos de todos los
demás.
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Summary and conclusions

The aim of this work has been to explore certain aspects of the
Theory of control flux, in in vitro systems. In the same way, we have
attempted to apply the methods and the experimental approaches of cla-
ssic Enzymology to the Kinetics of metabolic pathways.

1.We have developed Kacser y Burns's Theory of flux control and -
have generalizad some aspects of this theory verifiying its appli
cability to experimental systems in vitro in significant satura"
tion conditions for all the enzymes.

2.A methodphas been designad to settle the Control flux coeffi- -
cients(C^) which is of general applicability to in vitro experi
mental systems'. This method permit us to cheque the Summation-
Property in different conditions of saturation by the substrate
of the first enzyme and to examine the rearrangement of the Con
trol flux coefficients(C ).

E

3.The utilization of this method in different metabolic systems -
with a non-lineal topological framework(systems with some meta
bolic pathways whic converge in the same intermediate) enables-
us to State this corollary of the Control Convergence:"In a me
tabolic system with several pathways convergingin the same point
the Summation Property is fulfilled for each of the lineal path
ways that can be considerad. In^the same way the summation of-
the Control flux Coefficients(C^) of all the enzymes of each -
convergingpathway up to the convergence point is the same for -
any pathway under any conditions".

This corollary, has been stated first experimentally, and then-
theoretically. This corollary has interesting metabolic conse-
quences.

4.The concepts and methods of classic Enzymology are transfered-
into the Kinetics of metabolic pathways:

a). The "Michaelis constant of a metabolic pathway", 0 , is defi
ne d for one of the substrates and the maximun flux, .

MX

b) The valúes of the global parameters of a lineal in vitro me
tabolic pathway are stated. These valúes are compared with the
respective particular parameters of the first enzyme of the path
way.

c) The stated analogy enabl^s us to determine by other means the
Control flux Coefficients(C ) in the same system. We can demos
trate that the results are the same under different saturation-

conditions for the pathway substrate. We have determined the -
Elasticity coefficientes ( ).

Glc

5.A new definition of auxiliary enzyme is presented from the point
of view of the Control flux theory: "The auxiliary enzyme is —
that which catalyzes the first or the last step in a pathway, -
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having a Control flux coefficient(C^) of zero".

In a given pathway there can be several auxiliary enzymes. In -
this case, the auxiliary enzymes wilj, also be all those which -
having a Control flux coefficient (C^) zero are followed or pre
ceeded by enzymes whose Control flux coefficients are also zero.

6.This concept of auxiliary enzyme together ̂ ith the method of de
termination of Control flux coefficients(C) enable us to design
a general method for the study of control flux metabolic path—
ways. By "shortening" the pathway by the addition of "auxilia
ry" enzymes, the magnitudes of the remaining coefficients is in
creased. This follows directly from the flux summation proper-
ty. The addition of large quantities(or activities) of the —
auxiliary enzyraes malees their coefficients virtually zero and —
thereby puts all the control(¿ICg. = 1) on the remaining ones.—
Their relative valúes however, will be the same as in the whole
system provided the low saturation condition is obeyed. Large -
coefficients are much easier to measure experimentally them - -
small ones. In situations where all coefficients appear to be-
smalKsee e.g.Flint et al, 1.981) this is of considerable adv^
tage.

By a series of overlapping shortened segments all the relative-
values of the control coefficients can beestimated.

A ■^X.. ->X, ->X, -^x.

(1) auxiliary enzymes E2,E^,

(2)

2  ̂ ^ ^
1

i =A , 1

Enzyme titration

auxiliary ^ ^auxiliary

(£ ^
=2' ^i

(3)

Enzyme titration

auxiliary + ^ etc.

1
E .

i=4 1

Enzyme titration
For more complicated pathway structures a similar but more complex me
thod can be devised.
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Once the ratios of all the coefficients has been determinadjthe
estimation of the absoluta valué of anyone (by whatever method) will —
yied the absoluta valué of all.
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