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Resumen. Se comparé la actividad de la glucosa-6-fostatasa (G-6-Pasa)
de envoltura nuclear (EN) con la microsomal. Los microsomas intactos fueron
incapaces de hidrolizar manosa-6-fosfato (M-6-P); por el contrario, la EN in-
tacta fue capaz de hidrolizar dicho substrato. La galactosa-6-fosfato mostré
ser un buen substrato tanto para la enzima de EN como microsomal, con una
latencia similar a la obtenida para M-6-P utilizando microsomas, por lo cual
galactosa-6-fosfato fue usado para medir el porcentaje de EN intactas. Los pa-
rametros cinéticos (Kii y Kis) de la inhibicion por floricina de la G-6-Pasa de
EN intactas, utilizando glucosa-6-fosfato (G-6-P) y M-6-P como substrato, fue-
ron aproximadamente iguales. El transportador T1 de EN fue mas sensible a la
amiloride que el microsomal. Por el contrario, el sistema microsomal fue mas
sensible al efecto de N-ctilmaleimida (NEM) que el de EN y este altimo, fue
practicamente insensible a los inhibidores de transporte aniénico DIDS y
SITS, los cuales afectan fuertemente la enzima microsomal. Los resultados
anteriores permiten sugerir que en la EN existe un transportador de hexo-
sas-6-fosfato, capaz de transportar G-6-P y M-6-P y quizas otras hexosas-6-fos-
fato y que, o es diferente al T1 microsomal, o si es igual es influenciado por
las caracteristicas del sistema membranoso en el cual estd incluido. La capa-
cidad superior de hidrélisis de PPi de la G-6-Pasa de EN intacta, en compara-
cion con la de microsomas intactos, sugicre diferencias en el transportador de
Pi/PPi (T2) de ambos sistemas. La menor sensibilidad de la G-6-Pasa de EN al
NEM sugiere que la subunidad catalitica de este sistema también podria tener
algunas diferencias con la isoforma microsomal.
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Abstract. Nuclear envelope (NE) and microsomal glucosa-6-phosphatase
(G-6-Pase) activities were compared. Intact microsomes were unable to hydro-
lyze mannose-6-phosphate (M-6-P), on the other hand, intact NE hydrolyzes
this substrate. Galactose-6-phosphate showed to be a good substrate for both
NE and microsomal enzymes, with similar latency to that obtained with M-6-P
using microsomes. In consequence, this substrate was used to measure the
NE integrity. The kinetic parameters (Kii and Kis) of the intact NE G-6-Pase
for the phlorizin inhibition using glucose-6-phosphate (G-6-P) and M-6-P as
substrates, were very similar. The NE T1 transporter was more sensitive to
amiloride than the microsomal T1. The microsomal system was more sensitive
to N-ethylmalemide (NEM) than the NE and the latter was insensitive to anion
transport inhibitors DIDS and SITS, which strongly affect the microsomal en-
zyme. The above results allowed to postulate the presence of a hexose-6-phos-
phate transporter in the NE which is able to carry G-6-P and M-6-P, and per-
haps other hexose-6-phosphate which could be different from that present in
microsomes or, if it is the same, its activity could by modified by the mem-
brane system where it is included. The higher PPi hydrolysis activity of the in-
tact NE G-6-Pase in comparison to the intact microsomal, suggests differ-
ences between the Pi/PPi transport (T2) of both systems. The lower sensitivity
of the NE G-6-Pase to NEM suggests that the catalytic subunit of this system

has some differences with the microsomal isoform.

Recibido: 27-06-2006. Aceptado: 13-09-2007.

INTRODUCCION

La existencia de la enzima gluco-
sa-6-fosfatasa (G-6-Pasa; EC 3.1.3.9) en nu-
cleos y envoltura nuclear (EN) fue reporta-
da en 1964 por Widnell y Tata (1) y repre-
senta entre el 15 y el 20% del total de la en-
zima hepatica; el 80% restante esta ubicado
en la fraccion microsomal (2). La G-6-Pasa
microsomal esta constituida por varios poli-
péptidos (3): una subunidad catalitica, cuyo
centro activo mira el lumen del reticulo en-
doplasmatico y es capaz de hidrolizar varias
hexosas-6-fosfato y pirofosfato; una proteina
estabilizadora (SP) unida a la subunidad ca-
talitica, manteniendo a esta dltima activa;

un transportador altamente especifico (T1)
para glucosa-6-fostato (G-6-P) el cual per-
mite al substrato, producido en el citosol,
atravesar la membrana microsomal para po-
nerse en contacto con el centro activo de la
subunidad catalitica y dos sistemas de
transporte T2 y T3, que permiten la salida
del microsoma de los productos de la reac-
cion, fosfato y glucosa respectivamente.

La fraccién microsomal obtenida por
centrifugacion diferencial esta constituida
por una mezcla de vesiculas intactas y ro-
tas, y el porcentaje de microsomas intactos
se establece ensayando la G-6-Pasa con ma-
nosa-6-fosfato (M-6-P) como substrato. La
M-6-P es substrato de la G-6-Pasa en vesicu-
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las microsomales rotas, pero no es trans-
portada al interior del lumen de las vesicu-
las microsomales intactas por T1. En conse-
cuencia, el porcentaje de hidrélisis de
M-6-P por vesiculas rotas que no se expresa
en vesiculas no tratadas puede ser usado
para estimar que tan intacta es la fraccién
microsomal obtenida (4). Segiin se ha re-
portado, una diferencia importante entre la
EN vy la fracciéon microsomal es que la pri-
mera es menos intacta que la segunda (5).

Aun cuando la actividad de la G-6-Pasa
de EN representa solo una quinta parte de
la actividad total de la G-6-Pasa hepatica,
los pocos estudios previos sobre la caracte-
rizaciéon de la enzima de EN han sido reali-
zados presumiendo que es idéntico al siste-
ma microsomal (5).

Entre las moléculas que modifican la
actividad catalitica de la G-6-Pasa microso-
mal se encuentran la floricina que es un in-
hibidor competitivo de T1 (6); el bloquea-
dor de grupos sulfidrilos, N-etilmaleimida
(7), el cual produce una inhibicién no com-
petitiva tanto de T1 como de la subunidad
catalitica; la amiloride (8), la cual se com-
porta fundamentalmente como un activa-
dor de T1, y los inhibidores del transporte
de aniones:dcido 4,4’- diisotiocianoestilbe-
no 2,2’ disulfénico (DIDS) y 4cido 4-aceta-
mino-4-isociano-estilbeno 2,2’ disulfénico
(SITS) (9), que ejercen una inhibicién mix-
ta sobre T1.

En el presente trabajo se reportan al-
gunas de las propiedades cataliticas y de
transporte del sistema G-6-Pasa de EN que
no han sido investigadas previamente y que
permiten establecer diferencias con la enzi-
ma microsomal.

MATERIALES Y METODOS

Quimicos

Histonas (tipos IIA y IIAS), G-6-P,
M-6-P, trehalosa-6-fosfato, acido 6-fosfoglu-
conico, galactosa-6-fosfato, glucosamina-6-

fosfato, fructosa-6-fosfato, pirofosfato (PPi),
N-acetilglucosamina-6-fosfato, floricina,
N-etilmaleimida (NEM), acido 4,4’- diisotio-
cianoestilbeno 2,2’ disulfénico (DIDS), 4ci-
do 4-acetamino-4-isociano-estilbeno 2,2’ di-
sulfénico (SITS) y amiloride, fueron adqui-
ridos de Sigma (St Louis MO, USA). Todos
los otros reactivos fueron de grado analitico.

Preparacion de EN y Fraccion microsomal

Se usaron ratas macho de la cepa Spra-
gue-Dawley, mantenidas en ayuno durante
la noche y con un peso corporal de 200-250
g. Los animales fueron sacrificados por dis-
locacion cervical y los ntcleos hepaticos
fueron aislados como describieron Widnell y
Tata (1). La fraccion post-nuclear fue cen-
triftugada a 20.000g por 20 min a 4°C; el so-
brenadante obtenido fue centrifugado de
nuevo a 105.000g por 1 h a 4°C y el sedi-
mento fue usado como la fraccion microso-
mal. A partir de la fraccion nuclear purifica-
da como se menciond antes, la EN fue obte-
nida por el método de la doble digestion
con desoxiribonucleasa y separada en un
gradiente de densidad de sacarosa 36-52%
p/p en 0,1 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH
7,5 (10). Las fracciones microsomal y de
EN, fueron resuspendidas en 0,25 M sacaro-
sa, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES pH 6,5, a
una concentracion aproximada de proteinas
de 20 mg/mL y fueron conservadas a —80°C
hasta su uso.

Ensayo de G-6-Pasa

La actividad de G-6-Pasa microsomal y
de EN fue determinada usando como sub-
stratos  G-6-P, M-6-P, PPi, glucosami-
na-6-fosfato, fructosa-6-fostato, N-acetilglu-
cosamina-6-fosfato y galactosa-6-fosfato, de
acuerdo a Burchell y col. (11). En un volu-
men de 0,1 mL las concentraciones finales
fueron para los substratos entre 0,5 y 7,5
mM de PPi o entre 1 y 30 mM de G-6-P o
M-6-P, 2 mM EDTA, 16 mM amortiguador
cacodilato (para los ensayos con PPi) 6 16
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mM HEPES (para todos los otros substra-
tos) pH: 6,5; para romper la integridad de
las membranas de EN y microsomas se adi-
cion6 0,8 mg/mL de histonas (11). La reac-
cion se inicié por la adicion de 15-25 ug de
proteinas de EN o microsomales; luego de
10 min a 30°C la reaccion se detuvo y el fos-
fato liberado se cuantificé por la adicién de
0,9 mL de 1,11% acido ascorbico, 1,11%
SDS, 0,28% molibdato de amonio en 0,33 M
dcido sulfiirico recientemente preparado. El
color se dejo desarrollar por 20 min a 45°C
y la absorcién se ley6 a 820 nm (11).

Los valores del Ky de la V,,x fueron
calculados a partir de las graficas de Mi-
chaelis y Menten, utilizando el programa de
computacién Enzfitter

La actividad enzimatica se expreso:
como actividad especifica (nmol de Pi libe-
rado /min/mg de proteina) en las determi-
naciones puntuales con los diferentes sub-
stratos; la Vy,x se expresé en nmol de Pi li-
berado/min cuando el substrato utilizado
fue una hexosa fosfato, y en nmol de PPi hi-
drolizado/min cuando el substrato fue PPiy
el Ky;en mM.

Latencia y proporcion de vesiculas
intactas

La latencia es una caracteristica co-
mun de las enzimas asociadas a membrana
y se define como el porcentaje de la activi-
dad presente en vesiculas membranosas to-
talmente rotas que no se expresa en las no
tratadas.

Las fracciones microsomal y de EN es-
tan constituidas por una mezcla de vesicu-
las con membranas intactas y otras con
membranas rotas y se denominan prepara-
ciones no tratadas. Cuando a las prepara-
ciones se les adiciona histonas la integridad
de la vesicula se pierde, el substrato tiene
libre acceso a la subunidad catalitica y la
preparacion se denomina rota. La actividad
de la enzima en las vesiculas intactas se
puede estimar sustrayendo la actividad del

componente roto de la actividad de las vesi-
culas no tratadas, utilizando la siguiente
ecuacion:

\/Tro MnO
V. =Y\ Mro
in no
1-— Mno
M

En la cual V corresponde a la velocidad
de la reaccion usando G-6-P como substrato
y M a la velocidad de la enzima con M-6-P
como substrato; los subindices: in, no y ro
corresponden a preparaciones intactas, no
tratadas y rotas, respectivamente (11). Esta
ecuacion permite obtener el valor tedrico
de la actividad de la G-6-Pasa (Vin) en pre-
paraciones 100% intactas y, en consecuen-
cia, permite comparar la actividad de frac-
ciones con diferentes proporciones de vesi-
culas intactas.

Adiciones al ensayo de G-6-Pasa

Floricina: un volumen apropiado de
una solucion madre de floricina (5 mM),
mantenida a 47°C, fue transferido al ensayo
de G-6-Pasa justo antes de la adicion de las
proteinas de EN o microsomales (6). La
concentracion final de floricina estuvo en-
tre 0,5-2,0 mM; todas las otras condiciones
fueron como se indicé antes.

NEM: Entre 3,5-9,0 mg/mL de protei-
nas de EN o microsomales fueron incubadas
con SmM NEM en 0,25 M sacarosa, 1 mM
MgCl,, 5 mM HEPES pH: 6,5 por 15 min a
30°C, luego de lo cual se diluy6 10 veces
con el mismo amortiguador frio (7). La EN
y los microsomas asi tratados fueron usados
para realizar el ensayo de G-6-Pasa, tal
como se describié previamente.

Amiloride: Fue adicionado antes de ini-
ciar la reaccién con las proteinas de EN o
microsomales. Las reacciones controles y
con amiloride contenian 1% dimetilsulfoxi-
do. La concentracion final de amiloride en el
ensayo fue 5 mM (8); todas las demas condi-
ciones se mantuvieron como fue indicado.
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DIDS y SITS: Entre 0,7-2,0 mg de pro-
teinas de EN o microsomales fueron incuba-
das con 0,1 mM DIDS o 1,0 mM SITS en
0,25 M sacarosa, 1 mM MgCl,, 10 mM
Tris-HCI pH 7,4 por 5 min a 30°C (9) luego
de lo cual la reaccién fue diluida con igual
volumen de solucion fria de 0,25 M sacaro-
sa, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES pH 6,5. La
EN y los microsomas asi tratados fueron
usados para realizar el ensayo enzimatico
tal como fu¢ descrito.

Es importante destacar que el efecto
de las moléculas referidas antes, fue medi-
do utilizando como substratos G-6-P y
M-6-P a concentraciones entre 1 y 30 mM,
siendo la mas alta una concentracion satu-
rante para la G-6-Pasa tanto de EN y de mi-
crosomas intactos y rotos.

Las proteinas fueron medidas siguiendo
una modificacion del método de Lowry (12).

Los resultados se expresan como el
promedio * la desviacion estandar y la
comparacion estadistica se realizé, cuando
corresponde, utilizando la prueba “t” de
Student.

RESULTADOS

La fraccion microsomal obtenida de hi-
gados, estuvo constituida por vesiculas in-
tactas y solamente una pequeifia proporcion
de estructuras rotas; en consecuencia,
cuando la G-6-Pasa microsomal fue ensaya-
da con 1 mM de M-6-P como substrato en
preparaciones no tratadas se observé una
muy baja actividad (Tabla I) lo cual signifi-

TABLA I
ACTIVIDAD DE FOSFOHIDROLASA DE G-6-PASA DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL
CON VARIOS SUBSTRATOS

Envoltura nuclear No tratados Rotas Latencia (%)
Sustrato
Glucosa-6-P 102 = 8 198 = 16 49
Glucosamina-6-P 52«8 88 =18 41
Fructosa-6-P 52 11 104 = 21 50
N-acetil glucosamina-6-P 9+2 29 + 4 69
Manosa-6-P 81 =7 181 =8 52
Manosa-6-P + 1mM Floricina 34 +12 175 = 30 81
Galactosa-6-P 8+ 2 49 + 13 84
Microsomas
Glucosa-6-P 53 +4 205 =13 74
Manosa-6-P 3+1 99 £ 6 97
Glucosamina-6-P 11 £3 105 = 6 90
Fructosa-6-P 151 96 = 5 84
N-acetil glucosamina-6-P 8§+2 30 x4 73
Galactosa-6-P 7x2 96 £ 7 94

La actividad de fosfohidrolasa de la G-6-Pasa de EN y microsomas fue ensayada con 1 mM de los substratos indica-
dos en ausencia (no tratados) o en presencia de 0,8 mg/mL de histonas (rotos). Los resultados se expresan en
nmol de Pi liberados/min/mg de proteinas y corresponden al promedio = la desviacion estandar de al menos 3

experimentos en los cuales se usé el higado de 2-4 ratas.
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¢6 una alta latencia. Por el contrario, las
preparaciones no tratadas de EN presenta-
ron una mayor actividad con 1 mM de M-6-P
como substrato, resultando en una menor
latencia (Tabla I).

Se ensay6 una variedad de substratos
potenciales alternativos de la enzima
G-6-Pasa. trehalosa-6-fosfato, acido 6-fosfo-
gluconico, fructosa 1,6 bifosfato, y glucosa
1,6 bifosfato no fueron hidrolizados de ma-
nera significativa por la enzima G-6-Pasa
de EN ni microsomal (resultados no mos-
trados). Por el contrario, se encontr6 que
glucosamina-6-fosfato,  fructosa-6-fostato,
n-acetil glucosamina-6-fostato y galacto-
sa-6-fosfato fueron hidrolizados por la enzi-
ma de preparaciones rotas de EN y microso-
mas (Tabla I). La latencia con glucosami-
na-6-fosfato, N-acetil glucosamina-6-fosfato
y fructosa-6-fosfato como substratos de la
enzima de EN fue muy similar a la observa-
da con G-6-P como substrato (Tabla I). Sin
embargo, cuando se us6 galactosa-6-fosfato,
a una concentracion de 1 mM, como sub-
strato se observo una alta latencia tanto en
EN como en microsomas, muy similar a la
obtenida con microsomas cuando se uso
1 mM M-6-P como substrato y con EN cuan-
do se us6 1 mM M-6-P como substrato, en
presencia de 1 mM floricina (Tabla I). En
consecuencia, en el resto de este trabajo se
us6é 1 mM galactosa-6-fosfato para calcular
el porcentaje de vesiculas intactas en las
preparaciones de EN.

En las figuras secundarias que resulta-
ron de comparar la pendiente y el intercep-
to en “Y” contra la concentraciéon de florici-
na al ensayar la G-6-Pasa microsomal con
G-6-P (entre 1 y 30 mM) como substrato, se
observé que en los microsomas intactos la
pendiente cambié linealmente con el incre-
mento de la concentracion de floricina
(Fig. 1). Por el contrario, el intercepto en
microsomas intactos y rotos y la pendiente
en microsomas rotos no fueron afectados
por la presencia del inhibidor. Las constan-
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Fig. 1. Inhibicién por floricina de la G-6-Pasa
microsomal y de envoltura nuclear. La
actividad de la G-6-Pasa de microsomas
y de EN intactas fue ensayada en pre-
sencia de cantidades crecientes de flori-
cina (0-2 mM). Para los microsomas se
usé G-6-P como substrato (—-l-) y para
la EN se usaron como substrato: G-6-P
(-®-) y M-6-P (—A-). Luego de calcular
los parametros cinéticos, como se indi-
¢6 en la Tabla II, se graficé la pendiente
(Ky/Vyuy) contra la concentracion de
floricina, de acuerdo a lo descrito por
Cleland (15). A partir del intercepto en
el eje X se calcul6 Kis.

tes cinéticas para la inhibicién por floricina
en microsomas intactos con G-6-P como
substrato fueron: Kii = 4,44 + 0,18 mM y
Kis = 0,54 = 0,10. El efecto de la floricina
sobre la actividad de la enzima G-6-Pasa de
EN, usando G-6-P y M-6-P como substrato,
se muestran en la Fig. 1. De manera similar
a lo observado con microsomas (Fig. 1),
s6lo la pendiente de las graficas de EN in-
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tactas mostraron una relacion lineal con la
concentracion del inhibidor. Los valores ci-
néticos para la inhibicién con floricina de
EN intactas con G-6-P como substrato, fue-
ron: Kii = 5,65 = 0,21 y Kis = 1,66 = 0,34
y con M-6-P como substrato, fueron: Kii
490 = 0,36y Kis = 1,66 = 0,46.

Los valores de Kii para la inhibicion
por floricina de EN (G-6-P y M-6-P como
substrato) y microsomas (G-6-P como sub-
strato) no mostraron diferencias estadisti-
camente significativas; sin embargo, los va-
lores de Kis observados en EN fueron apro-
ximadamente 3 veces mas altos que los en-
contrados en la enzima microsomal.

De los valores presentados en la Ta-
bla II se calcul6é que la latencia de la activi-
dad de la G-6-Pasa microsomal utilizando
G-6-P o PPi como substrato, fue del 37-39%
y se observo una disminucion en el Ky de
aproximadamente 3,5 veces cuando los mi-
crosomas fueron rotos por la presencia de
histonas. La latencia de la G-6-Pasa de EN,
cuando se us6 G-6-P o PPi como substrato
fue muy baja; sin embargo, fue relativamen-
te alta (26%) cuando se us6 M-6-P como

substrato. Cuando la EN fue rota por la adi-
cion de histonas, el K,; disminuy6 cerca de
7 veces cuando se usé G-6-P o M-6-P como
substrato y unas 4 veces cuando PPi fue el
substrato. Un aspecto importante de desta-
car es que el valor de la Vs para la activi-
dad de la G-6-Pasa cuando se usé PPi como
substrato, practicamente duplico el valor
observado cuando se us6 G-6-P como sub-
strato, tanto en EN intactas como rotas
(Tabla II). Por el contrario, la Vy,x de la
G-6-Pasa microsomal, usando PPi como
substrato fue s6lo 1,3 veces el valor obser-
vado cuando el substrato fue G-6-P (Ta-
bla II).

En la Tabla III se muestra el efecto de
NEM sobre la actividad de G-6-Pasa de EN y
microsomal. La preincubacién de los micro-
somas con 5 mM NEM por 15 min a 30°C
redujo drasticamente (88%) la Vy,x ¢ incre-
ment6 el Ky, del sistema intacto con una pe-
quena disminucién de la Vy,y de los micro-
somas rotos. En las mismas condiciones
NEM disminuy6 la V,;,x de la EN, tanto in-
tactas como rotas, con ambos substratos
(G-6-P y M-6-P), siendo el efecto discreta-

TABLA 11
PARAMETROS CINETICOS DE G-6-Pasa DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL
CON DIFERENTES SUBSTRATOS

Sustrato Intactas Rotas
Vaax Vaax Ky

Envoltura nuclear

G-6-P 228 = 59 1,63 = 0,64 244 + 29 0,24 + 0,07

PPi 450 = 73 1,56 = 0,39 476 = 72 0,39 = 0,16

M-6-P 170 = 23 2,37 £ 0,65 230 = 33 0,35 = 0,10
Microsomas

G-6-P 238 £5 2,71 £ 0,21 391 = 21 0,76 = 0,25

PPi 314 = 15 1,76 + 0,33 501 =9 0,54 = 0,10

La actividad de la G-6-Pasa de envoltura nuclear y microsomal fue medida utilizando G-6-P, PPi o M-6-P como sub-
strato, para la primera y s6lo G-6-P o PPi como substrato, para la segunda. Los pardmetros cinéticos fueron calcu-
lados a partir de las graficas de Michaelis y Menten utilizando el programa Enzfitter (15) y se expresan como
nmol de Pi liberado/min para la Vyjyx y en mM para el Ky;. Cada valor representa el promedio de 3-4 experimentos
diferentes * la desviacion estdndar. En cada experimento se utilizaron de 2-4 ratas y en cada ensayo el equivalen-

te a Img de proteinas de EN o microsomales.
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EFECTOS DE N-ETILMALEIMIDA SOBRE LA T(;A?II;ZI:SIEDE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL
Sustrato Intactas Rotas
Viax Vaax Ky
Envoltura nuclear
G-6-P control 236 £ 62 1,1 0,1 317 * 4e 0,2 0,0
5 mM NEM 113 £ 42 1,0 = 0,1 168 = 2¢ 0,2 0,0
M-6-P control 284 = 20p 28=0,5 320 = 104 0,3 0,0
5 mM NEM 112 = 13> 2,1 +0,1 170 = 84 0,3 0,1
Microsomas
G-6-P control 147 = 20¢ 3,1 £0,8 323 £ 9f 0,5+0,1
S mM NEM 18 * 4e 50=*+1,6 251 = 6f 0,5+ 0,1

Entre 3,5y 9,0 mg/mL de proteinas de EN o microsomales fueron incubadas con 5 mM de NEM, como se indic6
en Materiales y Métodos. Los parametros cinéticos fueron calculados y expresados como se indica en la Tabla 1Ty
corresponden al promedio + la desviacion estdandar de 3 experimentos diferentes, en los cuales se procesé el higa-
do de 2-4 ratas y en cada ensayo el equivalente a 1mg de proteinas de EN o microsomales. La concentracion final
de NEM en el ensayo fue de 0,1 mM. Las diferencias entre controles y tratadas con NEM, que comparten las mis-
mas letras (2 - 1), fueron estadisticamente significativas a p< 0,005. El porcentaje de membranas intactas para EN
y microsomas fue entre 81-83% y 95%, respectivamente, en todos casos.

mente mayor en el sistema intacto. Por
otro lado, el Ky, para ambos substratos, tan-
to en EN intactas como rotas, no fue afecta-
do por NEM.

La adicion de amiloride al ensayo de la
G-6-Pasa disminuy6 discretamente la Vi«
de microsomas intactos (13%) y rotos
(18%) pero disminuy6 aproximadamente un
50% el Ky, del sistema intacto (Tabla IV). En
presencia de amiloride, la G-6-Pasa de EN
se comport6 de manera muy similar a la en-
zima microsomal (Tabla III) con la excep-
cién de que no hubo cambio en la Vy, para
G-6-P en el sistema roto y que el Ky para
ambos substratos, G-6-P y M-6-P, disminuy6
cerca de 4 veces en la EN. La presencia de
amiloride rompié en igual proporcion las
vesiculas de EN y de microsomas (20%).

El tratamiento in wvitro de los microso-
mas con DIDS redujo drasticamente la Vi
e increment6 ligeramente el Ky, del sistema
intacto, con muy poco efecto sobre los mi-
crosomas rotos (Tabla V). Por otro lado, la
adicion de SITS afect6 tanto los microsomas

intactos como rotos; en los primeros, dismi-
nuyo la V. aproximadamente 3 veces ¢ in-
crement6 el Ky, cerca de 3,5 veces y en los
segundos, incremento la Vy,,x con muy poco
efecto sobre el K, La actividad de la G-6-
Pasa de EN intactas y rotas, usando G-6-P y
M-6-P como substrato, no fue alterada por la
presencia de DIDS ni SITS (Tabla V).

DISCUSION

El hecho de que M-6-P sea un buen sub-
strato para la G-6-Pasa de los microsomas
hepaticos rotos, pero un mal substrato para
los microsomas intactos condujo a Arion y
col. (14) a proponer que la latencia para la
M-6-P podia ser usada para medir el porcen-
taje de microsomas hepaticos intactos.

En estudios previos sobre la actividad
de la G-6-Pasa de EN se reporté que la la-
tencia para la M-6-P fue del 58% (2) y del
52% (5), valores muy cercanos a los encon-
trados en el presente trabajo (Tabla I). En
el pasado se usd, como método alternativo
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TABLA IV
EFECTOS DE AMILORIDE SOBRE LA G-6-PASA DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL
Sustrato Intactas Rotas
Vaiax Ky Vaiax Ky

Envoltura nuclear

G-6-P control 232 £ 13¢ 1,1 +0,2a 236 £ 9 0,1 =0,0

5 mM Amiloride 207 = 4¢ 0,3 = 0,02 231 =9 0,2 +0.1

M-6-P control 275 = 15°b 23 042 291 + 26 0,3 0,1

5 mM Amiloride 220 = 9b 0,6 = 0,12 239 = 20 0,3 0,1
Microsomas

G-6-P control 170 = 20 1,1 =04 214 =3 0,4 0,0

5 mM Amiloride 148 = 13 0,6 0,2 178 £ 8 0,3 0,1

La actividad de la G-6-Pasa de EN y microsomas fue ensayada en la ausencia y presencia de 5 mM amiloride. Los
pardmetros cinéticos fueron calculados y expresados como se indica en la Tabla 11 y representan el promedio * la
desviacion estandar de tres experimentos separados, en cada uno de los cuales se utiliz6 el higado de 2-4 ratas y
en cada ensayo se uso el equivalente a 1 mg de proteinas de EN o microsomales. & b; ¢ significa, diferencias entre
controles y tratados, estadisticamente significativas a valores de p< 0,005; 0,01 y 0,05 respectivamente. En las
preparaciones de EN, la proporcién de membranas intactas en controles fue de 85% y en las tratadas con amilori-
de fue de 68%. Por otro lado, en microsomas controles, ¢l porcentaje de membranas intactas fue de 98% y en las
tratadas con amiloride fue de 78%.

TABLA V
EFECTOS DE DIDS Y SITS SOBRE LA G-6-PASA DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAS
Sustrato Intactas Rotas
Vaax Ky Vaax Ky

Envoltura nuclear

G-6-P control 370 = 12 1,2 +0,1 492 + 12 0,2 +0,0
0,1 mM DIDS 336 = 12 1,3 +0,3 519 = 18 0,3 0,1
1 mM SITS 325 = 34 1,8+ 0,4 462 £ 5 0,4 0,0
M-6-P control 416 = 14 22+03 558 £ 12 0,3 0,0
0,1 mM DIDS 471 = 52 3,809 498 * 26 0,3 0,1
1 mM SITS 410 = 10 3,4 0,2 468 = 17 0,3 = 0,1
Microsomas
G-6-P control 149 = 15¢ 2.1 £ 0.5 293 £ 16 0,7 0,1
0,1 mM DIDS 24 = 72 3,3 +1.8 278 £ 24 0.6 £0.2
1 mM SITS 51 +17° 7.5 29 437 £ 51 1.5+04

Entre 0,7 y 2 mg/mL de proteinas de EN o de microsomas fueron incubadas con DIDS 0,1 mM o SITS 1 mM a pH
7,4 por 5 min a 30°C, luego se llevé a pH 6,5 antes de realizar el ensayo enzimatico. Los parametros cinéticos fue-
ron calculados y expresados como se indica en la Tabla I y representan el promedio = la desviacion estandar de
tres experimentos separados, en cada uno de los cuales se utilizé el higado de 2-4 ratas y en cada ensayo se uso el
equivalente a 1 mg de proteinas de EN o microsomales. 2 significa, diferencias entre controles y tratados, estadis-
ticamente significativas a p< 0,005. El porcentaje de membranas intactas para EN y microsomas fue de 82% y
95%, respectivamente, en todos los casos.
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para medir el porcentaje de vesiculas intac-
tas de EN, la formacién de precipitados de
fosfato de plomo con EDTA (5); sin embar-
g0, el uso de este quelante de iones divalen-
tes reduce las concentraciones de Mg*+ in-
terfiriendo con la integridad de las mem-
branas de la EN.

Los resultados del presente estudio
muestran que la M-6-P no es un buen sub-
strato para medir el porcentaje de vesiculas
intactas presentes en las preparaciones de
EN. Si la M-6-P estuviese alcanzando la sub-
unidad catalitica de la G-6-Pasa simplemen-
te a través de soluciones de continuidad de
las membranas de la EN, entonces el Ky
para la hidrélisis de M-6-P seria el mismo
para las EN no tratadas y rotas. Por el con-
trario, se encontr6 una disminucion de 6,8
veces en el Ky, para M-6-P cuando la EN fue
rota por la presencia de histonas (Tabla II).
Asi mismo, en preparaciones no tratadas de
EN, la hidrélisis de M-6-P fue inhibida fuer-
temente por la presencia de floricina (Tabla
) con lo cual la latencia se increment6 de
52 al 81%, alcanzandose un valor similar al
observado con galactosa-6-fostato.

Los valores de las constantes cinéticas
para la inhibicion por floricina (Kii y Kis),
en microsomas intactos con G-6-P como
substrato (Fig. 1), concuerdan con los pre-
viamente reportados (6). En el caso de la
EN intactas, los valores de las constantes ci-
néticas para la inhibicién por floricina (Kii
y Kis), usando G-6-P y M-6-P como substra-
tos, fueron muy similares (Fig. 1). De estos
resultados se puede concluir que la hidréli-
sis de ambos substratos por la enzima
G-6-Pasa de EN intactas fue inhibida de ma-
nera similar por la floricina.

Estos resultados sugieren que en la
EN el transportador T1 no sélo es capaz de
transportar G-6-P sino también M-6-P. Por
lo anterior, en el presente trabajo se utili-
z6 galactosa-6-fosfato para medir el por-
centaje de vesiculas intactas en las prepa-
raciones de EN.

La latencia, y los cambios en la Vy,,xy
en el Ky, de la G-6-Pasa microsomal utili-
zando G-6-P o PPi como substrato (Tabla
1), cuando los microsomas son rotos por
la presencia de histonas, fueron similares a
lo reportado por otros autores (13). De
igual manera, la latencia de la G-6-Pasa de
EN cuando se usé G-6-P o PPi como sub-
strato fue muy similar a lo previamente pu-
blicado (5).

Al comparar la V,;,y de microsomas uti-
lizando G-6-P y PPi como substrato, se ob-
servo que con el PPi se alcanzé un valor 1,3
veces mayor que con G-6-P (Tabla II); por el
contrario, en la EN la V,;, para PPi casi du-
plica la obtenida con G-6-P. La mayor acti-
vidad de PPasa de la EN intacta en compa-
racion con la de los microsomas intactos
(Tabla II), probablemente esté relacionado
con la hidrélisis del PPi generado en los
procesos nucleares de transcripeion y repli-
cacion, y esta diferencia posiblemente se
debe a que la EN posee mayor cantidad del
transportador de Pi/PPi (T2) o una isofor-
ma mas eficiente que los microsomas.

Con la intencién de establecer otras
caracteristicas diferenciales entre los trans-
portadores T1 de EN y microsomas, se estu-
di6 el efecto de compuestos los cuales, se-
gun se ha demostrado previamente, afectan
la capacidad transportadora de T1 microso-
mal. Se encontraron varias diferencias: el
transportador para G-6-P y M-6-P de EN fue
mas sensible a la amiloride que el T1 micro-
somal (Tabla IV). Por otro lado, el sistema
microsomal fue mads sensible a las bloquea-
dores de grupos sulfidrilos (Tabla III) que la
EN, y esta dltima fue practicamente insensi-
ble al efecto de DIDS y SITS (Tabla V), los
cuales afectaron fuertemente a la enzima
microsomal.

Es interesante mencionar que, la NEM
la amiloride y los inhibidores del transporte
de aniones afectaron la actividad de la
G-6-Pasa microsomal de manera similar a lo
reportado previamente (7-9).
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Los valores cinéticos de la G-6-Pasa de
EN para G-6-P y M-6-P y el efecto de varios
inhibidores, permiten postular la presencia
de un transportador para hexosas-6-fosfato
en la EN capaz de transportar G-6-P y
M-6-P, y quizas otras hexosas-6-fosfato y
que, o es diferente al transportador T1 pre-
sente en microsomas, o si es igual es in-
fluenciado por las caracteristicas del siste-
ma membranoso en el cual esta incluido.

Otra posible funcion de la G-6-Pasa de
EN podria ser la de impedir la entrada de
G-6-P al nucleo, con lo cual jugaria un pa-
pel protector de los acidos nucleicos ya que
se ha demostrado (17) que la G-6-P es un
agente glucante mucho mas potente que la
glucosa para el ADN y el ARN.

La menor sensibilidad de la EN al efec-
to de inhibidores de grupos sulthidricos que
los microsomas (Tabla II), hacen pensar
que el transportador de G-6-P (T1) y proba-
blemente la subunidad catalitica de EN tie-
nen algunas diferencias con la isoforma pre-
sente en microsomas.
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