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Re su men. Se com pa ró la ac ti vi dad de la glu co sa-6-fos fa ta sa (G-6-Pasa)
de en vol tu ra nu clear (EN) con la mi cro so mal. Los mi cro so mas in tac tos fue ron 
in ca pa ces de hi dro li zar ma no sa-6-fos fa to (M-6-P); por el con tra rio, la EN in -
tac ta fue ca paz de hi dro li zar di cho sub stra to. La ga lac to sa-6-fos fa to mos tró
ser un buen sub stra to tan to para la en zi ma de EN como mi cro so mal, con una
la ten cia si mi lar a la ob te ni da para M-6-P uti li zan do mi cro so mas, por lo cual
ga lac to sa-6-fos fa to fue usa do para me dir el por cen ta je de EN in tac tas. Los pa -
rá me tros ci né ti cos (Kii y Kis) de la in hi bi ción por flo ri ci na de la G-6-Pasa de
EN in tac tas, uti li zan do glu co sa-6-fos fa to (G-6-P) y M-6-P como sub stra to, fue -
ron apro xi ma da men te igua les. El trans por ta dor T1 de EN fue más sen si ble a la 
ami lo ri de que el mi cro so mal. Por el con tra rio, el sis te ma mi cro so mal fue más
sen si ble al efec to de N-etil ma lei mi da (NEM) que el de EN y este úl ti mo, fue
prác ti ca men te in sen si ble a los in hi bi do res de trans por te anió ni co DIDS y
SITS, los cua les afec tan fuer te men te la en zi ma mi cro so mal. Los re sul ta dos
an te rio res per mi ten su ge rir que en la EN exis te un trans por ta dor de he xo -
sas-6-fos fa to, ca paz de trans por tar G-6-P y M-6-P y qui zás otras he xo sas-6-fos -
fa to y que, o es di fe ren te al T1 mi cro so mal, o si es igual es in fluen cia do por
las ca rac te rís ti cas del sis te ma mem bra no so en el cual está in clui do. La ca pa -
ci dad su pe rior de hi dró li sis de PPi de la G-6-Pasa de EN in tac ta, en com pa ra -
ción con la de mi cro so mas in tac tos, su gie re di fe ren cias en el trans por ta dor de 
Pi/PPi (T2) de am bos sis te mas. La me nor sen si bi li dad de la G-6-Pasa de EN al
NEM su gie re que la sub u ni dad ca ta lí ti ca de este sis te ma tam bién po dría te ner 
al gu nas di fe ren cias con la iso for ma mi cro so mal.
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Ab stract. Nu clear en ve lope (NE) and microsomal glucosa-6-phosphatase
(G-6-Pase) ac tiv i ties were com pared. In tact micro somes were un able to hy dro -
lyze mannose-6-phos phate (M-6-P), on the other hand, in tact NE hydrolyzes
this sub strate. Galactose-6-phos phate showed to be a good sub strate for both
NE and microsomal en zymes, with sim i lar la tency to that ob tained with M-6-P
us ing micro somes. In con se quence, this sub strate was used to mea sure the
NE in teg rity. The ki netic pa ram e ters (Kii and Kis) of the in tact NE G-6-Pase
for the phlorizin in hi bi tion us ing glu cose-6-phos phate (G-6-P) and M-6-P as
sub strates, were very sim i lar. The NE T1 trans porter was more sen si tive to
amiloride than the microsomal T1. The microsomal sys tem was more sen si tive 
to N-ethylmalemide (NEM) than the NE and the lat ter was in sen si tive to an ion 
trans port in hib i tors DIDS and SITS, which strongly af fect the microsomal en -
zyme. The above re sults al lowed to pos tu late the pres ence of a hexose-6-phos -
phate trans porter in the NE which is able to carry G-6-P and M-6-P, and per -
haps other hexose-6-phos phate which could be dif fer ent from that pres ent in
micro somes or, if it is the same, its ac tiv ity could by mod i fied by the mem -
brane sys tem where it is in cluded. The higher PPi hy dro ly sis ac tiv ity of the in -
tact NE G-6-Pase in com par i son to the in tact microsomal, sug gests dif fer -
ences be tween the Pi/PPi trans port (T2) of both sys tems. The lower sen si tiv ity 
of the NE G-6-Pase to NEM sug gests that the cat a lytic sub unit of this sys tem
has some dif fer ences with the microsomal isoform.
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INTRODUCCIÓN

La exis ten cia de la en zi ma glu co -
sa-6-fos fa ta sa (G-6-Pasa; EC 3.1.3.9) en nú -
cleos y en vol tu ra nu clear (EN) fue re por ta -
da en 1964 por Wid nell y Tata (1) y re pre -
sen ta en tre el 15 y el 20% del to tal de la en -
zi ma he pá ti ca; el 80% res tan te está ubi ca do 
en la frac ción mi cro so mal (2). La G-6-Pasa
mi cro so mal está cons ti tui da por va rios po li -
pép ti dos (3): una sub u ni dad ca ta lí ti ca, cuyo 
cen tro ac ti vo mira el lu men del re tícu lo en -
do plas má ti co y es ca paz de hi dro li zar va rias 
he xo sas-6-fos fa to y pi ro fos fa to; una pro teí na 
es ta bi li za do ra (SP) uni da a la sub u ni dad ca -
ta lí ti ca, man te nien do a esta úl ti ma ac ti va;

un trans por ta dor al ta men te es pe cí fi co (T1)
para glu co sa-6-fos fa to (G-6-P) el cual per -
mi te al sub stra to, pro du ci do en el ci to sol,
atra ve sar la mem bra na mi cro so mal para po -
ner se en con tac to con el cen tro ac ti vo de la 
sub u ni dad ca ta lí ti ca y dos sis te mas de
trans por te T2 y T3, que per mi ten la sa li da
del mi cro so ma de los pro duc tos de la reac -
ción, fos fa to y glu co sa respectivamente.

La frac ción mi cro so mal ob te ni da por
cen tri fu ga ción di fe ren cial está cons ti tui da
por una mez cla de ve sí cu las in tac tas y ro -
tas, y el por cen ta je de mi cro so mas in tac tos
se es ta ble ce en sa yan do la G-6-Pasa con ma -
no sa-6-fos fa to (M-6-P) como sub stra to. La
M-6-P es sub stra to de la G-6-Pasa en ve sí cu -
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las mi cro so ma les ro tas, pero no es trans -
por ta da al in te rior del lu men de las ve sí cu -
las mi cro so ma les in tac tas por T1. En con se -
cuen cia, el por cen ta je de hi dró li sis de
M-6-P por ve sí cu las ro tas que no se ex pre sa
en ve sí cu las no tra ta das pue de ser usa do
para es ti mar que tan in tac ta es la frac ción
mi cro so mal ob te ni da (4). Se gún se ha re -
por ta do, una di fe ren cia im por tan te en tre la 
EN y la frac ción mi cro so mal es que la pri -
me ra es me nos in tac ta que la se gun da (5).

Aun cuan do la ac ti vi dad de la G-6-Pasa 
de EN re pre sen ta sólo una quin ta par te de
la ac ti vi dad to tal de la G-6-Pasa he pá ti ca,
los po cos es tu dios pre vios so bre la ca rac te -
ri za ción de la en zi ma de EN han sido rea li -
za dos pre su mien do que es idén ti co al sis te -
ma mi cro so mal (5).

Entre las mo lé cu las que mo di fi can la
ac ti vi dad ca ta lí ti ca de la G-6-Pasa mi cro so -
mal se en cuen tran la flo ri ci na que es un in -
hi bi dor com pe ti ti vo de T1 (6); el blo quea -
dor de gru pos sul fi dri los, N-etil ma lei mi da
(7), el cual pro du ce una in hi bi ción no com -
pe ti ti va tan to de T1 como de la sub u ni dad
ca ta lí ti ca; la ami lo ri de (8), la cual se com -
por ta fun da men tal men te como un ac ti va -
dor de T1, y los in hi bi do res del trans por te
de anio nes:áci do 4,4’- dii so tio cia noes til be -
no 2,2’ di sul fó ni co (DIDS) y áci do 4-ace ta -
mi no-4-iso cia no-es til be no 2,2’ di sul fó ni co
(SITS) (9), que ejer cen una in hi bi ción mix -
ta so bre T1.

En el pre sen te tra ba jo se re por tan al -
gu nas de las pro pie da des ca ta lí ti cas y de
trans por te del sis te ma G-6-Pasa de EN que
no han sido in ves ti ga das pre via men te y que
per mi ten es ta ble cer di fe ren cias con la en zi -
ma mi cro so mal.

MATERIALES Y MÉTODOS

Químicos
His to nas (ti pos IIA y IIAS), G-6-P,

M-6-P, treha lo sa-6-fos fa to, áci do 6-fos fo glu -
có ni co, ga lac to sa-6-fos fa to, glu co sa mi na-6-

 fos fa to, fruc to sa-6-fos fa to, pi ro fos fa to (PPi), 
N-ace til glu co sa mi na-6-fos fa to, flo ri ci na,
N-etil ma lei mi da (NEM), áci do 4,4’- dii so tio -
cia noes til be no 2,2’ di sul fó ni co (DIDS), áci -
do 4-ace ta mi no-4-iso cia no-es til be no 2,2’ di -
sul fó ni co (SITS) y ami lo ri de, fue ron ad qui -
ri dos de Sig ma (St Louis MO, USA). To dos
los otros reac ti vos fue ron de gra do ana lí ti co.

Preparación de EN y Fracción microsomal
Se usa ron ra tas ma cho de la cepa Spra -

gue-Daw ley, man te ni das en ayu no du ran te
la no che y con un peso cor po ral de 200-250 
g. Los ani ma les fue ron sa cri fi ca dos por dis -
lo ca ción cer vi cal y los nú cleos he pá ti cos
fue ron ais la dos como des cri bie ron Wid nell y 
Tata (1). La frac ción post-nu clear fue cen -
tri fu ga da a 20.000g por 20 min a 4°C; el so -
bre na dan te ob te ni do fue cen tri fu ga do de
nue vo a 105.000g por 1 h a 4°C y el se di -
men to fue usa do como la frac ción mi cro so -
mal. A par tir de la frac ción nu clear pu ri fi ca -
da como se men cio nó an tes, la EN fue ob te -
ni da por el mé to do de la do ble di ges tión
con de so xi ri bo nu clea sa y se pa ra da en un
gra dien te de den si dad de sa ca ro sa 36-52%
p/p en 0,1 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH
7,5 (10). Las frac cio nes mi cro so mal y de
EN, fue ron re sus pen di das en 0,25 M sa ca ro -
sa, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES pH 6,5, a
una con cen tra ción apro xi ma da de pro teí nas 
de 20 mg/mL y fue ron con ser va das a –80°C
has ta su uso.

Ensayo de G-6-Pasa
La ac ti vi dad de G-6-Pasa mi cro so mal y

de EN fue de ter mi na da usan do como sub -
stra tos G-6-P, M-6-P, PPi, glu co sa mi -
na-6-fos fa to, fruc to sa-6-fos fa to, N-ace til glu -
co sa mi na-6-fos fa to y ga lac to sa-6-fos fa to, de
acuer do a Bur chell y col. (11). En un vo lu -
men de 0,1 mL las con cen tra cio nes fi na les
fue ron para los sub stra tos en tre 0,5 y 7,5
mM de PPi o en tre 1 y 30 mM de G-6-P o
M-6-P, 2 mM EDTA, 16 mM amor ti gua dor
ca co di la to (para los en sa yos con PPi) ó 16
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mM HEPES (para to dos los otros sub stra -
tos) pH: 6,5; para rom per la in te gri dad de
las mem bra nas de EN y mi cro so mas se adi -
cio nó 0,8 mg/mL de his to nas (11). La reac -
ción se ini ció por la adi ción de 15-25 µg de
pro teí nas de EN o mi cro so ma les; lue go de
10 min a 30°C la reac ción se de tu vo y el fos -
fa to li be ra do se cuan ti fi có por la adi ción de
0,9 mL de 1,11% áci do as cór bi co, 1,11%
SDS, 0,28% mo lib da to de amo nio en 0,33 M 
áci do sul fú ri co re cien te men te pre pa ra do. El 
co lor se dejó de sa rro llar por 20 min a 45°C
y la ab sor ción se leyó a 820 nm (11).

Los va lo res del KM y de la VMAX fue ron
cal cu la dos a par tir de las grá fi cas de Mi -
chae lis y Men ten, uti li zan do el pro gra ma de 
com pu ta ción Enzfit ter

La ac ti vi dad en zi má ti ca se ex pre só:
como ac ti vi dad es pe cí fi ca (nmol de Pi li be -
ra do /min/mg de pro teí na) en las de ter mi -
na cio nes pun tua les con los di fe ren tes sub -
stra tos; la VMAX se ex pre só en nmol de Pi li -
be ra do/min cuan do el sub stra to uti li za do
fue una he xo sa fos fa to, y en nmol de PPi hi -
dro li za do/min cuan do el sub stra to fue PPi y 
el KM en mM.

Latencia y proporción de vesículas
intactas

La la ten cia es una ca rac te rís ti ca co -
mún de las en zi mas aso cia das a mem bra na
y se de fi ne como el por cen ta je de la ac ti vi -
dad pre sen te en ve sí cu las mem bra no sas to -
tal men te ro tas que no se ex pre sa en las no
tratadas.

Las frac cio nes mi cro so mal y de EN es -
tán cons ti tui das por una mez cla de ve sí cu -
las con mem bra nas in tac tas y otras con
mem bra nas ro tas y se de no mi nan pre pa ra -
cio nes no tra ta das. Cuan do a las pre pa ra -
cio nes se les adi cio na his to nas la in te gri dad 
de la ve sí cu la se pier de, el sub stra to tie ne
li bre ac ce so a la sub u ni dad ca ta lí ti ca y la
pre pa ra ción se de no mi na rota. La ac ti vi dad
de la en zi ma en las ve sí cu las in tac tas se
pue de es ti mar sus tra yen do la ac ti vi dad del

com po nen te roto de la ac ti vi dad de las ve sí -
cu las no tra ta das, uti li zan do la si guien te
ecua ción:
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En la cual V co rres pon de a la ve lo ci dad 
de la reac ción usan do G-6-P como sub stra to 
y M a la ve lo ci dad de la en zi ma con M-6-P
como sub stra to; los sub ín di ces: in, no y ro
co rres pon den a pre pa ra cio nes in tac tas, no
tra ta das y ro tas, res pec ti va men te (11). Esta 
ecua ción per mi te ob te ner el va lor teó ri co
de la ac ti vi dad de la G-6-Pasa (Vin) en pre -
pa ra cio nes 100% in tac tas y, en con se cuen -
cia, per mi te com pa rar la ac ti vi dad de frac -
cio nes con di fe ren tes pro por cio nes de ve sí -
cu las intactas.

Adiciones al ensayo de G-6-Pasa
Flo ri ci na: un vo lu men apro pia do de

una so lu ción ma dre de flo ri ci na (5 mM),
man te ni da a 47°C, fue trans fe ri do al en sa yo 
de G-6-Pasa jus to an tes de la adi ción de las
pro teí nas de EN o mi cro so ma les (6). La
con cen tra ción fi nal de flo ri ci na es tu vo en -
tre 0,5-2,0 mM; to das las otras con di cio nes
fue ron como se in di có an tes.

NEM: Entre 3,5-9,0 mg/mL de pro teí -
nas de EN o mi cro so ma les fue ron in cu ba das 
con 5mM NEM en 0,25 M sa ca ro sa, 1 mM
MgCl2, 5 mM HEPES pH: 6,5 por 15 min a
30°C, lue go de lo cual se di lu yó 10 ve ces
con el mis mo amor ti gua dor frío (7). La EN
y los mi cro so mas así tra ta dos fue ron usa dos 
para rea li zar el en sa yo de G-6-Pasa, tal
como se des cri bió pre via men te.

Ami lo ri de: Fue adi cio na do an tes de ini -
ciar la reac ción con las pro teí nas de EN o
mi cro so ma les. Las reac cio nes con tro les y
con ami lo ri de con te nían 1% di me til sul fo xi -
do. La con cen tra ción fi nal de ami lo ri de en el 
en sa yo fue 5 mM (8); to das las de más con di -
cio nes se man tu vie ron como fue in di ca do.
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DIDS y SITS: Entre 0,7-2,0 mg de pro -
teí nas de EN o mi cro so ma les fue ron in cu ba -
das con 0,1 mM DIDS o 1,0 mM SITS en
0,25 M sa ca ro sa, 1 mM MgCl2, 10 mM
Tris-HCl pH 7,4 por 5 min a 30°C (9) lue go
de lo cual la reac ción fue di lui da con igual
vo lu men de so lu ción fría de 0,25 M sa ca ro -
sa, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES pH 6,5. La
EN y los mi cro so mas así tra ta dos fue ron
usa dos para rea li zar el en sa yo en zi má ti co
tal como fuè des cri to.

Es im por tan te des ta car que el efec to
de las mo lé cu las re fe ri das an tes, fue me di -
do uti li zan do como sub stra tos G-6-P y
M-6-P a con cen tra cio nes en tre 1 y 30 mM,
sien do la más alta una con cen tra ción sa tu -
ran te para la G-6-Pasa tan to de EN y de mi -
cro so mas in tac tos y ro tos.

Las pro teí nas fue ron me di das si guien do 
una mo di fi ca ción del mé to do de Lowry (12).

Los re sul ta dos se ex pre san como el
pro me dio ± la des via ción es tán dar y la
com pa ra ción es ta dís ti ca se rea li zó, cuan do
co rres pon de, uti li zan do la prue ba “t” de
Stu dent.

RESULTADOS

La frac ción mi cro so mal ob te ni da de hí -
ga dos, es tu vo cons ti tui da por ve sí cu las in -
tac tas y so la men te una pe que ña pro por ción 
de es truc tu ras ro tas; en con se cuen cia,
cuan do la G-6-Pasa mi cro so mal fue en sa ya -
da con 1 mM de M-6-P como sub stra to en
pre pa ra cio nes no tra ta das se ob ser vó una
muy baja ac ti vi dad (Ta bla I) lo cual sig ni fi -
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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 15 ± 1 96 ± 5 84

    N-acetil glucosamina-6-P 8 ± 2 30 ± 4 73

    Galactosa-6-P 7 ± 2 96 ± 7 94

La ac ti vi dad de fos fohi dro la sa de la G-6-Pasa de EN y mi cro so mas fue en sa ya da con 1 mM de los sub stra tos in di ca -
dos en au sen cia (no tra ta dos) o en pre sen cia de 0,8 mg/mL de his to nas (ro tos). Los re sul ta dos se ex pre san en
nmol de Pi li be ra dos/min/mg de pro teí nas y co rres pon den al pro me dio ± la des via ción es tán dar de al me nos 3
ex pe ri men tos en los cua les se usó el hí ga do de 2-4 ra tas.



có una alta la ten cia. Por el con tra rio, las
pre pa ra cio nes no tra ta das de EN pre sen ta -
ron una ma yor ac ti vi dad con 1 mM de M-6-P 
como sub stra to, re sul tan do en una me nor
la ten cia (Ta bla I).

Se en sa yó una va rie dad de sub stra tos
po ten cia les al ter na ti vos de la en zi ma
G-6-Pasa. treha lo sa-6-fos fa to, áci do 6-fos fo -
glu có ni co, fruc to sa 1,6 bi fos fa to, y glu co sa 
1,6 bi fos fa to no fue ron hi dro li za dos de ma -
ne ra sig ni fi ca ti va por la en zi ma G-6- Pasa
de EN ni mi cro so mal (re sul ta dos no mos -
tra dos). Por el con tra rio, se en con tró que
glu co sa mi na-6-fos fa to, fruc to sa-6-fos fa to,
n-ace til glu co sa mi na-6-fos fa to y ga lac to -
sa-6-fos fa to fue ron hi dro li za dos por la en zi -
ma de pre pa ra cio nes ro tas de EN y mi cro so -
mas (Ta bla I). La la ten cia con glu co sa mi -
na-6-fos fa to, N-ace til glu co sa mi na-6-fos fa to
y fruc to sa-6-fos fa to como sub stra tos de la
en zi ma de EN fue muy si mi lar a la ob ser va -
da con G-6-P como sub stra to (Ta bla I). Sin
em bar go, cuan do se usó ga lac to sa-6-fos fa to, 
a una con cen tra ción de 1 mM, como sub -
stra to se ob ser vó una alta la ten cia tan to en
EN como en mi cro so mas, muy si mi lar a la
ob te ni da con mi cro so mas cuan do se usó
1 mM M-6-P como sub stra to y con EN cuan -
do se usó 1 mM M-6-P como sub stra to, en
pre sen cia de 1 mM flo ri ci na (Ta bla I). En
con se cuen cia, en el res to de este tra ba jo se
usó 1 mM ga lac to sa-6-fos fa to para cal cu lar
el por cen ta je de ve sí cu las in tac tas en las
pre pa ra cio nes de EN.

En las fi gu ras se cun da rias que re sul ta -
ron de com pa rar la pen dien te y el in ter cep -
to en “Y” con tra la con cen tra ción de flo ri ci -
na al en sa yar la G-6-Pasa mi cro so mal con
G-6-P (en tre 1 y 30 mM) como sub stra to, se 
ob ser vó que en los mi cro so mas in tac tos la
pen dien te cam bió li neal men te con el in cre -
men to de la con cen tra ción de flo ri ci na
(Fig. 1). Por el con tra rio, el in ter cep to en
mi cro so mas in tac tos y ro tos y la pen dien te
en mi cro so mas ro tos no fue ron afec ta dos
por la pre sen cia del in hi bi dor. Las cons tan -

tes ci né ti cas para la in hi bi ción por flo ri ci na 
en mi cro so mas in tac tos con G-6-P como
sub stra to fue ron: Kii = 4,44 ± 0,18 mM y
Kis = 0,54 ± 0,10. El efec to de la flo ri ci na
so bre la ac ti vi dad de la en zi ma G-6-Pasa de
EN, usan do G-6-P y M-6-P como sub stra to,
se mues tran en la Fig. 1. De ma ne ra si mi lar 
a lo ob ser va do con mi cro so mas (Fig. 1),
sólo la pen dien te de las grá fi cas de EN in -
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Fig. 1. Inhi bi ción por flo ri ci na de la G-6-Pasa
mi cro so mal y de en vol tu ra nu clear. La
ac ti vi dad de la G-6-Pasa de mi cro so mas
y de EN in tac tas fue en sa ya da en pre -
sen cia de can ti da des cre cien tes de flo ri -
ci na (0-2 mM). Para los mi cro so mas se
usó G-6-P como sub stra to (–¢–) y para
la EN se usa ron como sub stra to: G-6-P
(–Ä–) y M-6-P (–p–). Lue go de cal cu lar 
los pa rá me tros ci né ti cos, como se in di -
có en la Ta bla II, se gra fi có la pen dien te 
(KM/VMAX) con tra la con cen tra ción de
flo ri ci na, de acuer do a lo des cri to por
Cle land (15). A partir del intercepto en
el eje X se calculó Kis.



tac tas mos tra ron una re la ción li neal con la
con cen tra ción del in hi bi dor. Los va lo res ci -
né ti cos para la in hi bi ción con flo ri ci na de
EN in tac tas con G-6-P como sub stra to, fue -
ron: Kii = 5,65 ± 0,21 y Kis = 1,66 ± 0,34
y con M-6-P como sub stra to, fue ron: Kii
4,90 ± 0,36 y Kis = 1,66 ± 0,46.

Los va lo res de Kii para la in hi bi ción
por flo ri ci na de EN (G-6-P y M-6-P como
sub stra to) y mi cro so mas (G-6-P como sub -
stra to) no mos tra ron di fe ren cias es ta dís ti -
ca men te sig ni fi ca ti vas; sin em bar go, los va -
lo res de Kis ob ser va dos en EN fue ron apro -
xi ma da men te 3 ve ces más al tos que los en -
con tra dos en la en zi ma mi cro so mal.

De los va lo res pre sen ta dos en la Ta -
bla II se cal cu ló que la la ten cia de la ac ti vi -
dad de la G-6-Pasa mi cro so mal uti li zan do
G-6-P o PPi como sub stra to, fue del 37-39%
y se ob ser vó una dis mi nu ción en el KM de
apro xi ma da men te 3,5 ve ces cuan do los mi -
cro so mas fue ron ro tos por la pre sen cia de
his to nas. La la ten cia de la G-6-Pasa de EN,
cuan do se usó G-6-P o PPi como sub stra to
fue muy baja; sin em bar go, fue re la ti va men -
te alta (26%) cuan do se usó M-6-P como

sub stra to. Cuan do la EN fue rota por la adi -
ción de his to nas, el KM dis mi nu yó cer ca de
7 ve ces cuan do se usó G-6-P o M-6-P como
sub stra to y unas 4 ve ces cuan do PPi fue el
sub stra to. Un as pec to im por tan te de des ta -
car es que el va lor de la VMAX para la ac ti vi -
dad de la G-6-Pasa cuan do se usó PPi como
sub stra to, prác ti ca men te du plicò el va lor
ob ser va do cuan do se usó G-6-P como sub -
stra to, tan to en EN in tac tas como ro tas
(Ta bla II). Por el con tra rio, la VMAX de la
G-6-Pasa mi cro so mal, usan do PPi como
sub stra to fue sólo 1,3 ve ces el va lor ob ser -
va do cuan do el sub stra to fue G-6-P (Ta -
bla II).

En la Ta bla III se mues tra el efec to de
NEM so bre la ac ti vi dad de G-6-Pasa de EN y
mi cro so mal. La prein cu ba ción de los mi cro -
so mas con 5 mM NEM por 15 min a 30°C
re du jo drás ti ca men te (88%) la VMAX e in cre -
men tó el KM del sis te ma in tac to con una pe -
que ña dis mi nu ción de la VMAX de los mi cro -
so mas ro tos. En las mis mas con di cio nes
NEM dis mi nu yó la VMAX de la EN, tan to in -
tac tas como ro tas, con am bos sub stra tos
(G-6-P y M-6-P), sien do el efec to dis cre ta -
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TABLA II
PARÁMETROS CINÉTICOS DE G-6-Pasa DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL

CON DIFERENTES SUBSTRATOS

Sustrato Intactas Rotas

VMAX KM VMAX KM

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 ac ti vi dad de la G-6-Pasa de en vol tu ra nu clear y mi cro so mal fue me di da uti li zan do G-6-P, PPi o M-6-P como sub -
stra to, para la pri me ra y sólo G-6-P o PPi como sub stra to, para la se gun da. Los pa rá me tros ci né ti cos fue ron cal cu -
la dos a par tir de las grá fi cas de Mi chae lis y Men ten uti li zan do el pro gra ma Enzfit ter (15) y se ex pre san como
nmol de Pi li be ra do/min para la VMAX y en mM para el KM. Cada va lor re pre sen ta el pro me dio de 3-4 ex pe ri men tos 
di fe ren tes ± la des via ción es tán dar. En cada ex pe ri men to se uti li za ron de 2-4 ra tas y en cada en sa yo el equi va len -
te a 1mg de pro teí nas de EN o mi cro so ma les.



men te ma yor en el sis te ma in tac to. Por
otro lado, el KM para am bos sub stra tos, tan -
to en EN in tac tas como ro tas, no fue afec ta -
do por NEM.

La adi ción de ami lo ri de al en sa yo de la 
G-6-Pasa dis mi nu yó dis cre ta men te la VMAX

de mi cro so mas in tac tos (13%) y ro tos
(18%) pero dis mi nu yó apro xi ma da men te un 
50% el KM del sis te ma in tac to (Ta bla IV). En 
pre sen cia de ami lo ri de, la G-6-Pasa de EN
se com por tó de ma ne ra muy si mi lar a la en -
zi ma mi cro so mal (Ta bla III) con la ex cep -
ción de que no hubo cam bio en la VMAX para 
G-6-P en el sis te ma roto y que el KM para
am bos sub stra tos, G-6-P y M-6-P, dis mi nu yó 
cer ca de 4 ve ces en la EN. La pre sen cia de
ami lo ri de rom pió en igual pro por ción las
ve sí cu las de EN y de mi cro so mas (20%).

El tra ta mien to in vi tro de los mi cro so -
mas con DIDS re du jo drás ti ca men te la VMAX

e in cre men tó li ge ra men te el KM del sis te ma
in tac to, con muy poco efec to so bre los mi -
cro so mas ro tos (Ta bla V). Por otro lado, la
adi ción de SITS afec tó tan to los mi cro so mas 

in tac tos como ro tos; en los pri me ros, dis mi -
nu yó la VMAX apro xi ma da men te 3 ve ces e in -
cre men tó el KM cer ca de 3,5 ve ces y en los
se gun dos, in cre men tó la VMAX con muy poco
efec to so bre el KM. La ac ti vi dad de la G-6-
 Pasa de EN in tac tas y ro tas, usan do G-6-P y
M-6-P como sub stra to, no fue al te ra da por la 
pre sen cia de DIDS ni SITS (Ta bla V).

DISCUSIÓN

El he cho de que M-6-P sea un buen sub -
stra to para la G-6-Pasa de los mi cro so mas
he pá ti cos ro tos, pero un mal sub stra to para
los mi cro so mas in tac tos con du jo a Arion y
col. (14) a pro po ner que la la ten cia para la
M-6-P po día ser usa da para me dir el por cen -
ta je de mi cro so mas he pá ti cos in tac tos.

En es tu dios pre vios so bre la ac ti vi dad
de la G-6-Pasa de EN se re por tó que la la -
ten cia para la M-6-P fue del 58% (2) y del
52% (5), va lo res muy cer ca nos a los en con -
tra dos en el pre sen te tra ba jo (Ta bla I). En
el pa sa do se usó, como mé to do al ter na ti vo
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TABLA III
EFECTOS DE N-ETILMALEIMIDA SOBRE LA G-6-PASA DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL

Sustrato Intactas Rotas

VMAX KM VMAX KM

Envoltura nuclear

    G-6-P control 236 ± 6a 1,1 ± 0,1 317 ± 4c 0,2 ± 0,0

    5 mM NEM 113 ± 4a 1,0 ± 0,1 168 ± 2c 0,2 ± 0,0

    M-6-P control 284 ± 20b 2,8 ± 0,5 320 ± 10d 0,3 ± 0,0

    5 mM NEM 112 ± 13b 2,1 ± 0,1 170 ± 8d 0,3 ± 0,1

Microsomas

    G-6-P control 147 ± 20e 3,1 ± 0,8 323 ± 9f 0,5 ± 0,1

    5 mM NEM 18 ± 4e 5,0 ± 1,6 251 ± 6f 0,5 ± 0,1

Entre 3,5 y 9,0 mg/mL de pro teí nas de EN o mi cro so ma les fue ron in cu ba das con 5 mM de NEM, como se in di có
en Ma te ria les y Mé to dos. Los pa rá me tros ci né ti cos fue ron cal cu la dos y ex pre sa dos como se in di ca en la Ta bla II y
co rres pon den al pro me dio ± la des via ción es tán dar de 3 ex pe ri men tos di fe ren tes, en los cua les se pro ce só el hí ga -
do de 2-4 ra tas y en cada en sa yo el equi va len te a 1mg de pro teí nas de EN o mi cro so ma les. La con cen tra ción fi nal
de NEM en el en sa yo fue de 0,1 mM. Las di fe ren cias en tre con tro les y tra ta das con NEM, que com par ten las mis -
mas le tras (a - f), fue ron es ta dís ti ca men te sig ni fi ca ti vas a p< 0,005. El por cen ta je de mem bra nas in tac tas para EN 
y mi cro so mas fue en tre 81-83% y 95%, res pec ti va men te, en to dos ca sos.
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TABLA IV
EFECTOS DE AMILORIDE SOBRE LA G-6-PASA DE ENVOLTURA NUCLEAR Y MICROSOMAL

Sustrato Intactas Rotas

VMAX KM VMAX KM

Envoltura nuclear

    G-6-P control 232 ± 13c 1,1 ± 0,2a 236 ± 9 0,1 ± 0,0

    5 mM Amiloride 207 ± 4c 0,3 ± 0,0a 231 ± 9 0,2 ± 0.1

    M-6-P control 275 ± 15b 2,3 ± 0,4a 291 ± 26 0,3 ± 0,1

    5 mM Amiloride 220 ± 9b 0,6 ± 0,1a 239 ± 20 0,3 ± 0,1

Microsomas 

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

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

La ac ti vi dad de la G-6-Pasa de EN y mi cro so mas fue en sa ya da en la au sen cia y pre sen cia de 5 mM ami lo ri de. Los
pa rá me tros ci né ti cos fue ron cal cu la dos y ex pre sa dos como se in di ca en la Ta bla II y re pre sen tan el pro me dio ± la
des via ción es tán dar de tres ex pe ri men tos se pa ra dos, en cada uno de los cua les se uti li zó el hí ga do de 2-4 ra tas y
en cada en sa yo se uso el equi va len te a 1 mg de pro teí nas de EN o mi cro so ma les. a, b, c sig ni fi ca, di fe ren cias en tre
con tro les y tra ta dos, es ta dís ti ca men te sig ni fi ca ti vas a va lo res de p< 0,005; 0,01 y 0,05 res pec ti va men te. En las
pre pa ra cio nes de EN, la pro por ción de mem bra nas in tac tas en con tro les fue de 85% y en las tra ta das con ami lo ri -
de fue de 68%. Por otro lado, en mi cro so mas controles, el 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

VMAX KM VMAX KM

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 2,2 ± 0,3 558 ± 12 0,3 ± 0,0

    0,1 mM DIDS 471 ± 52 3,8 ± 0,9 498 ± 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 ± 15a 2.1 ± 0.5a 293 ± 16 0,7 ± 0,1

    0,1 mM DIDS 24 ± 7a 3,3 ± 1.8 278 ± 24 0.6 ± 0.2

    1 mM SITS 51 ± 17a 7.5 ± 2.9a 437 ± 51 1.5 ± 0.4

Entre 0,7 y 2 mg/mL de pro teí nas de EN o de mi cro so mas fue ron in cu ba das con DIDS 0,1 mM o SITS 1 mM a pH
7,4 por 5 min a 30°C, lue go se lle vó a pH 6,5 an tes de rea li zar el en sa yo en zi má ti co. Los pa rá me tros ci né ti cos fue -
ron cal cu la dos y ex pre sa dos como se in di ca en la Ta bla II y re pre sen tan el pro me dio ± la des via ción es tán dar de
tres ex pe ri men tos se pa ra dos, en cada uno de los cua les se uti li zó el hí ga do de 2-4 ra tas y en cada en sa yo se uso el 
equi va len te a 1 mg de pro teí nas de EN o mi cro so ma les. a sig ni fi ca, di fe ren cias en tre con tro les y tra ta dos, es ta dís -
ti ca men te sig ni fi ca ti vas a p< 0,005. El por cen ta je de mem bra nas in tac tas para EN y mi cro so mas fue de 82% y
95%, res pec ti va men te, en to dos los ca sos.



para me dir el por cen ta je de ve sí cu las in tac -
tas de EN, la for ma ción de pre ci pi ta dos de
fos fa to de plo mo con EDTA (5); sin em bar -
go, el uso de este que lan te de io nes di va len -
tes re du ce las con cen tra cio nes de Mg++ in -
ter fi rien do con la in te gri dad de las mem -
bra nas de la EN.

Los re sul ta dos del pre sen te es tu dio
mues tran que la M-6-P no es un buen sub -
stra to para me dir el por cen ta je de ve sí cu las 
in tac tas pre sen tes en las pre pa ra cio nes de
EN. Si la M-6-P es tu vie se al can zan do la sub -
u ni dad ca ta lí ti ca de la G-6-Pasa sim ple men -
te a tra vés de so lu cio nes de con ti nui dad de
las mem bra nas de la EN, en ton ces el KM

para la hi dró li sis de M-6-P se ria el mis mo
para las EN no tra ta das y ro tas. Por el con -
tra rio, se en con tró una dis mi nu ción de 6,8
ve ces en el KM para M-6-P cuan do la EN fue
rota por la pre sen cia de his to nas (Ta bla II).
Así mis mo, en pre pa ra cio nes no tra ta das de 
EN, la hi dró li sis de M-6-P fue in hi bi da fuer -
te men te por la pre sen cia de flo ri ci na (Ta bla 
I) con lo cual la la ten cia se in cre men tó de
52 al 81%, al can zán do se un va lor si mi lar al
ob ser va do con ga lac to sa-6-fos fa to.

Los va lo res de las cons tan tes ci né ti cas
para la in hi bi ción por flo ri ci na (Kii y Kis),
en mi cro so mas in tac tos con G-6-P como
sub stra to (Fig. 1), con cuer dan con los pre -
via men te re por ta dos (6). En el caso de la
EN in tac tas, los va lo res de las cons tan tes ci -
né ti cas para la in hi bi ción por flo ri ci na (Kii
y Kis), usan do G-6-P y M-6-P como sub stra -
tos, fue ron muy si mi la res (Fig. 1). De es tos
re sul ta dos se pue de con cluir que la hi dró li -
sis de am bos sub stra tos por la en zi ma
G-6-Pasa de EN in tac tas fue in hi bi da de ma -
ne ra si mi lar por la flo ri ci na.

Estos re sul ta dos su gie ren que en la
EN el trans por ta dor T1 no sólo es ca paz de 
trans por tar G-6-P sino tam bién M-6-P. Por
lo an te rior, en el pre sen te tra ba jo se uti li -
zó ga lac to sa-6-fos fa to para me dir el por -
cen ta je de ve sí cu las in tac tas en las pre pa -
ra cio nes de EN.

La la ten cia, y los cam bios en la VMAX y
en el KM de la G-6-Pasa mi cro so mal uti li -
zan do G-6-P o PPi como sub stra to (Ta bla
II), cuan do los mi cro so mas son ro tos por
la pre sen cia de his to nas, fue ron si mi la res a 
lo re por ta do por otros au to res (13). De
igual ma ne ra, la la ten cia de la G-6-Pasa de
EN cuan do se usó G-6-P o PPi como sub -
stra to fue muy si mi lar a lo pre via men te pu -
bli ca do (5).

Al com pa rar la VMAX de mi cro so mas uti -
li zan do G-6-P y PPi como sub stra to, se ob -
ser vó que con el PPi se al can zó un va lor 1,3
ve ces ma yor que con G-6-P (Ta bla II); por el 
con tra rio, en la EN la VMAX para PPi casi du -
pli ca la ob te ni da con G-6-P. La ma yor ac ti -
vi dad de PPa sa de la EN in tac ta en com pa -
ra ción con la de los mi cro so mas in tac tos
(Ta bla II), pro ba ble men te esté re la cio na do
con la hi dró li sis del PPi ge ne ra do en los
pro ce sos nu clea res de trans crip ción y re pli -
ca ción, y esta di fe ren cia po si ble men te se
debe a que la EN po see ma yor can ti dad del
trans por ta dor de Pi/PPi (T2) o una iso for -
ma más efi cien te que los mi cro so mas.

Con la in ten ción de es ta ble cer otras
ca rac te rís ti cas di fe ren cia les en tre los trans -
por ta do res T1 de EN y mi cro so mas, se es tu -
dió el efec to de com pues tos los cua les, se -
gún se ha de mos tra do pre via men te, afec tan 
la ca pa ci dad trans por ta do ra de T1 mi cro so -
mal. Se en con tra ron va rias di fe ren cias: el
trans por ta dor para G-6-P y M-6-P de EN fue
más sen si ble a la ami lo ri de que el T1 mi cro -
so mal (Ta bla IV). Por otro lado, el sis te ma
mi cro so mal fue más sen si ble a las blo quea -
do res de gru pos sul fi dri los (Ta bla III) que la 
EN, y esta úl ti ma fue prác ti ca men te in sen si -
ble al efec to de DIDS y SITS (Ta bla V), los
cua les afec ta ron fuer te men te a la en zi ma
mi cro so mal.

Es in te re san te men cio nar que, la NEM
la ami lo ri de y los in hi bi do res del trans por te 
de anio nes afec ta ron la ac ti vi dad de la
G-6-Pasa mi cro so mal de ma ne ra si mi lar a lo 
re por ta do pre via men te (7-9).
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Los va lo res ci né ti cos de la G-6-Pasa de
EN para G-6-P y M-6-P y el efec to de va rios
in hi bi do res, per mi ten pos tu lar la pre sen cia
de un trans por ta dor para he xo sas-6-fos fa to
en la EN ca paz de trans por tar G-6-P y
M-6-P, y qui zás otras he xo sas-6-fos fa to y
que, o es di fe ren te al trans por ta dor T1 pre -
sen te en mi cro so mas, o si es igual es in -
fluen cia do por las ca rac te rís ti cas del sis te -
ma mem bra no so en el cual está in clui do.

Otra po si ble fun ción de la G-6-Pasa de
EN po dría ser la de im pe dir la en tra da de
G-6-P al nú cleo, con lo cual ju ga ría un pa -
pel pro tec tor de los áci dos nu clei cos ya que 
se ha de mos tra do (17) que la G-6-P es un
agen te glu can te mu cho más po ten te que la
glu co sa para el ADN y el ARN.

La me nor sen si bi li dad de la EN al efec -
to de in hi bi do res de gru pos sulf hí dri cos que 
los mi cro so mas (Ta bla II), ha cen pen sar
que el trans por ta dor de G-6-P (T1) y pro ba -
ble men te la sub u ni dad ca ta lí ti ca de EN tie -
nen al gu nas di fe ren cias con la iso for ma pre -
sen te en mi cro so mas.
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