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DEP ART AMENTO DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR. 
UNNERSIDAD DE GRANADA 

EFECTO DE CATIONES DIV ALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD 
FRUCTOSA 1, 6-BISFOSFATASA PURIFICADAS DE 

CORTEZA RENAL DE RATA 

Sola, M. M.; Oliver, J.; Salto, R.; Gutiérrez, M. y Vargas, A. M. 

RESUMEN 

La fructosa 1, 6-bisfosfatasa es un enzima de gran importancia fisiológica, sobre 
todo en los tejidos gluconeogénicos como la corteza renal, por lo que existen 
diversos mecanismos para ejercer una estricta regulación de su actividad. Entre 
ellos, destacamos el papel de diversos cationes divalentes como efectores del 
enzima, al margen de que, también, sean imprescindibles para la catálisis. En este 
trabajo, se estudian las características cinéticas del enzima purificado a partir de 
corteza renal de rata, en función de la concentración de dos de los cationes más 
importantes para la actividad del enzima, magnesio y manganeso. 

SUMMARY 

Fructose 1, 6-bisphosphatse is an enzyme that plays an important physiologic
"

al 
role, especially in the gluconeogenic tissues, as kidney-cortex. There are several 
mechanisms to guarantee a strict regulation of its activity. We will emphasize the 
importance of divalent cations as enzyme effectors, leaving aside their role as 
cata1ytic ions. In this work we describe the kinetic characteristics of the purified 
enzyme from rat-kidney cortex, as a functions of the concentrations of the most 
important cations for the enzyme activity, magnesium and manganese. 

INTRODUCCIÓN 

La D-Fructosa 1, 6-bisfosfato l -fosfohidrolasa (Fructosa 1, 6-bisfosfatasa; E.e. 
3.1.3.11.) cataliza la reacción irreversible: 

Ars Pharmaceutica. Tomo XXXII, Núms.I-2-3 y 4. 1991, 3-10. 
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FBPasa 
D-Fructosa 1, 6-bP + H20 ---------> D-Fructosa 6 - P + Pi 

Esta reacción constituye una etapa importante en la ruta gluconeogénica de gran 
mayoría de sistemas vivos debido a su carácter de irreversibilidad. La máxima 
actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa ha sido observada en tejidos animales con gran 
capacidad gluconeogénica como hígado y riñón, sin embargo, se conoce que está 
ampliamente distribuida en otros tejidos como músculo, mucosa intestinal, glándu
la mamaria, corazón, tejido adiposo, cerebro, placenta y linfocitos. 

Generalmente, la fructosa 1, 6-bisfosfatasa es un enzima tetramérico, constitui
do por cuatro subunidades idénticas y con un peso molecular de 140.000 daltons. 
Intracelularmente, se encuentra localizado como un enzima soluble en el citoplasma. 
Presenta, como características cinéticas más generales, la inhibición causada por su 
sustrato, la Fructosa 1, 6-bisfosfato (1), y la regulación alostérica por AmP (2) y 
Fructosa 2, 6-bisfosfato (3). 

La etapa catalizada por este enzima es objeto de una profunda regulación 
hormonal al ser crucial en el ciclo de sustrato entre las hexosas fosfato y, por tanto, 
en la regulación de la gluconeogénesis. El incremento de su actividad provocado 
por algunas hormonas puede estar mediado fundamentalmente por tres mecanis
mos: fosforilación del enzima, modificación de los niveles de sus efectores y 
cambios en su propia concentración. 

Aunque el enzima de hígado de rata es sustrato de proteína quinasas dependien
tes de AMP cíclico, su papel en la regulación es contradictorio, ya que hay descritos 
cambios en la actividad del enzima (4) y en la sensibilidad alostéricos (5) en 
función del estado de fosforilación, mientras que en otros trabajos no se observan 
estas modificaciones (6-9). Otros datos descritos sobre la fosforilación del enzima, 
de orígenes diferentes al hígado de rata, aportan aún más dudas en cuanto a su 
significado fisiológico. A excepción del grupo de Mendicino (10), que describieron 
la fosforilación de la fructosa 1, 6-bisfosfatasa de riñón de cerdo por una proteína 
quinasa del mismo origen, y del de Rittenhouse (11), que observaron fosforilación 
in vivo de la fructosa 1, 6-bisfosfatasa de levadura, ningún grupo de investigadores 
han podido demostrar que el enzima de otros orígenes sea susceptible de fosforilarse 
(76, 12, 13). Respecto a la modificación de los niveles de sus principales efectores, 
la concentración de fructosa 2, 6-bisfosfato en la célula está regulada de forma 
compleja a través de los mecanismos hormonales de modulación del enzima que 
cataliza su síntesis y su degradación (14-16). Por otra parte, ha sido descrito que en 
hígado se produce un incremento de la actividad del enzima y de su RNA mensaje
ro en animales diabéticos, respuestas revertida por insulina (17,18). La carga 
energética, por su parte, también es objeto de regulación hormonal. 

Las propiedades reguladoras del enzima renal son poco conocidas. En este 
trabajo, se estudia la importancia de la concentración de los cationes divalentes, 
magnesio y manganeso, sobre la actividad del enzima purificado a partir de corteza 



ARS PHARMACEUTICA 5 

renal. La concentración de estos cationes puede verse modificada en respuesta a 
diferentes situaciones fisiológicas y patológicas, lo que se traduce en graves altera
ciones en la regulación de la gluconeogénesis renal. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas Wistar adultas mantenidas con dieta estándar y acceso libre al 
agua. Los reactivos generales y específicos empleados' procedían de las fmnas 
Boehringer, Sigma y Merck y eran, todos ellos, de la máxima pureza. Los animales 
se sacrificaron por dislocación cervical y se procedía, inmediatamente, a la extrac
ción y demedulación de los riñones. El proceso de purificación de la fructosa 1, 
6-bisfosfatasa a partir de la corteza renal se realizó según el método descrito en 
(19). La determinación de la actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa fue llevada a cabo 
espectrofotométricamente (20). 

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

En la figura 1 se muestra la curva de actividades enzimática de la fructosa 1,6-
bisfosfatasa en función del pH. Los valores experimentales de pH del medio de 
ensayo que aparecen representados son los medidos en la cubeta de reacción 
inmediatamente después de realizada la determinación de actividad. La curva 
obtenida presenta un claro perfil acampanado con un máximo de actividad enzimática 
para valores de pH entre 7,2 Y 7,5. Ha sido demostrado que el enzima nativo puede 
ser convertido a una forma "alcalina" mediante la acción de gran variedad de 
enzimas proteolíticos lisosomales (21,22). La modificación en la estructura prima
ria de la proteína provoca cambios conformacionales en el enzima que adopta una 
forma de mayor relajación (23). Estos cambios estructurales traen como consecuen
cia la variación en las características de actividad y regulación del enzima, haciendo 
que presente un pH óptimo alcalino, menor sensibilidad a la inhibición por AMP 
(23), pérdida de activación por cationes monovalentes (24) y menor efecto inhibidor 
de altas concentraciones de sustrato (25). El hecho de que el pH óptimo de nuestra 
preparación enzimática se encuentra en su forma nativa, manteniendo intactas las 
propiedades reguladoras, sin haber sufrido degradación proteolítica a lo largo del 
proceso de purificación. La posible importancia fisiológica de la regulación de la 
fructosa 1, 6-bisfosfatasa por proteolisis no ha sido exhaustivamente estudiada pero 
se conoce que es sustrato de proteasas lisosomales endógenas que son liberadas 
durante el ayuno (26) o después de la administración de glucagon a los animales 
(27). 

La fructosa 1, 6-bisfosfatasa presenta requerimiento absoluto de cationes 
divalentes tales como Mg2+ o Mn2+ para llevar a cabo su actividad catalítica. Sin 
embargo, para el enzima de algunos orígenes ha sido descrita inhibición de la 
actividad cuando se señala a concentraciones elevadas de estos iones. 
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Actividad especifica 

o 
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Figura 1.- Efecto del pH sobre la actividad de la 

fructosa 1,6-bisfosfatasa de corteza renal de rata. 

Los resultados se expresan en unidades/rng de 

proteína. Las determinaciones se realizaron con 

fructosa 1,6-bisfosfato O,lrnM y Mg++ 5rnM. 
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Figura 2.- Actividad de la fructos.a 1,6-

bisfosfatasa de corteza renal de rata en función 

del tipo y concentración de catión divalente. Los 

resultados se expresan en unidades/rng de proteí
na. Las determinaciones se realizaron con fructosa 

1,6-bisfosfato 10 ¡¡M. 

Para conocer la respuesta del enzima de corteza renal a la variación de los 
niveles de cationes divalentes, determinamos su actividad enzimática a lo largo de 
un amplio rango de concentraciones de Mg2+ y Mn2+. Los resultados obtenidos están 
reflejados en la Figura 2. Se aprecia que con Mn2+ Los valores de velocidad son 
mucho más elevados que con Mg2+ pero son requeridos niveles de Mn2+ muy altos, 
superiores a 3 mM, para que el enzima presente actividad, mientras que concentra
ciones superiores a 6 mM ya producen inhibición enzimática. El comportamiento 
para el Mg2+ es claramente distinto, ya que existe un respuesta de carácter hiperbólico 
cuando los niveles son bajos aunque, al igual que con Mn2+, un incremento de la 
concentración puede provocar descenso en la actividad del enzima. 

Estos resultados están de acuerdo con los descritos para el enzima de otros 
orígenes en la inhibición encontrada a altas concentraciones de cationes divalentes, 
pero difieren de ellos en que, en los otros casos, la respuesta para el Mg2+ es de ca
rácter sigmoidal y la [Mn2+] a. 5 es muy inferior a la del Mg2+ (28, 29). Se ha 
considerado la existencia de dos sitios de unión para los cationes divalentes, uno 
activador y otro de baja afinidad responsable de la inhibición (30), sin embargo, la 
inhibición por altas concentraciones de Mg2+ puede deberse a la formación de un 
que lato entre el ión y la fructosa 1, 6-bisfosfato incapaz de unirse al centro activo 
(31). El Mn2+ ha sido observado como un activador del enzima más efectivo que el 
Mg2+ (28), presentando una Sa.5 en el rango IlM, sin embargo, para la fructosa 1, 6-
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bisfosfatasa de levadura, se han descrito curvas de actividad en función de la 
concentración de Mn2+ donde no se observaba velocidad de reacción a valores 
inferiores a 1 mM (32). Por otra parte, el Mn2+ aparece también como inhibidor del 
enzima a altas concentraciones (29, 32), aunque no ha sido aclarado su mecanismo. 

En la Figura 3 se muestran los resultados de actividad obtenidos para un amplio 
rango de concentración de proteína en cubeta. Podemos observar que no existe una 
relación lineal entre ambos sino que aparecen curvas de perfil sigmoidal para las 
tres condiciones establecidas de ión divalente. 

El carácter sigmoidal de la curva es muy acentuado cuando la actividad está 
ensayada en presencia de Mn2+, mientras que con igual concentración de Mg2+ 
aparece una relación de dependencia casi lineal aunque con un efecto de saturación 
a las más altas concentraciones de proteína. Cuando el nivel de Mg2+ es bajo, 
observamos que se produce disminución de la actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa al 
incrementarse la concentración de proteína en el medio, sin embargo, este efecto 
puede deberse, más que a procesos de agregación molecular, a un descenso de la 
cantidad de Mg2+ disponible, por debajo de la concentración requerida para la 
actividad catalítica, debido a captación de iones por las moléculas de enzima en 
exceso. 

En la Figura 4 se muestran los resultados de una curva de actividad fructosa 1, 
6-bisfosfatasa en función de la concentración de fructosa, 1, 6-bisfosfato y a 
diferentes concentraciones de iones divalentes. Fue utilizada una cantidad de pro
teína en el medio de ensayo de 2llg/ml. Esta concentración se encuentra en el rango 
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Figura 3.- Efecto de la concentración de fructosa 

l ,6-bisfosfatasa sobre su actividad, en presencia 

de Mg++ o Mn++. Las determinaciones se realiza 
ron con fructosa 1,6-bisfosfato l O �M. 

A.ctlvidad especif i ca (Mgl (Mn) 
5r-----�

--
��----------�_. 

50 

40 

30 

20 

10 

0�--�----�----�--�-----w 0 
O 50 100 150 200 250 

[Fructosa l,e-bls/astetol uM 

-e- [MO] • O.5mM -e- [Mol' 6mM ....... !Mn] • 6mM 

Figura 4.- Actividad de la fructosa 1,6-bisfosfatasa 
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reacción se expresa en unidades/rng de proteína. 
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donde existe mayor proporcionalidad para todas las condiciones estudiadas. Obser
vamos, como dato más destacable, la inhibición enzimática producida al elevar la 
concentración del propio sustrato de la reacción. 

Debido a este comportamiento cinético hay una imposibilidad obvia de realizar 
una estimación adecuada de los valores de Vmax y Ko,5 por ajuste de los resultados 
experimentales a una ecuación matemática típica. Nosotros hemos realizado una 
aproximación a los valores reales considerando, cuando fue posible, que el enzima 
sigue una cinética de carácter michaeliano para concentraciones de sustrato inferio
res a aquella con la que se obtiene la mayor actividad. Según esto, los resultados 
son ajustados por regresión lineal mediante una representación de Lineweaver
Burk y los parámetros cinéticos obtenidos por extrapolación. Sin embargo, hay que 
reiterar que estos valores son sólo aproximados y que han sido calculados para 
efectos comparativos entre las diferentes condiciones de ensayo, por lo que hay que 
considerarlos con gran reserva. 

En presencia de Mg2+ 5 mM la inhibición por sustrato es acusada, la actividad 
máxima se alcanza a 7,5 JlM de fructosa 1,6-bisfosfato y a concentraciones superio
res a 10 JlM comienza a producirse el descenso de la velocidad de reacción. 
Nuestros resultados indican que, en estas condiciones, el enzima presenta una 
Vmax igual a 5,72 unidades x mg·1p y una [fructosa l ,6-bisfosfato] 0.5 de 3,36 JlM. 
Con la más baja concentración de Mg2+, encontramos un comportamiento semejan
te, presentándose la mayor actividad enzimática con fructosa l ,6-bisfosfato entre 
7,5 y 10 JlM. En este caso obtenemos una Vmax de 2,9 unidades x mg-1Py la [fructosa, 
l ,6-bisfosfato] 0.5 �s 4,17 JlM. Esta variación de la Ko.5 para el sustrato, en función 
del nivel de Mg2+, puede inducirnos a pensar que éste es no sólo un cofactor para la 
reacción sino también un efector del enzima. 

El Mn2+ se comporta, como veíamos anteriormente, como un fuerte activador de 
la fructosa l ,6-bisfosfatasa produciendo un gran aumento en su actividad enzimática. 
Además, como se deduce de los resultados mostrados en la Figura 4, el efecto 
activador lo realiza también disminuyendo considerablemente el valor de [fructosa 
l ,6-bisfosfatolo.5' ya que se alcanza el máximo valor de actividad a 2 JlM, de 
sustrato. Por otra parte, se ha descrito que la presencia de Mn2+ como cofactor pro
duce desensibilización del enzima frente a la inhibición por su propio sustrato (33). 

El mecanismo por el cual la fructosa l ,6-bisfosfato produce su acción inhibidora 
no ha sido aclarado todavía. Según nuestros resultados, debido a que el sustrato se 
une al enzima únicamente por el centro activo, ya que se demuestra la inexistencia 
de un centro alostérico para el sustrato( l9), hay que considerar la inhibición como 
un proceso estrictamente cinético. 

La importancia fisiológica que puede presentar la regulación de la fructosa 1,6-
bisfosfatasa por Mg2+ o Mn2+, a la vista de los datos conocidos de concentración de 
cationes libres y de los valores de sus correspondientes Kdis Y So.5' y dado que el 
enzima, cuando actúa con Mg2+ o Mn2+ como cofactor, es muy sensible incluso a 
ligeros cambios de la concentración de iones metálicos en el entorno celular, es 
clara. Más aún, si consideramos que estos iones no sólo ejercen su activación 
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actuando directamente sobre el enzima sino que, además, producen cambios signi
ficativos en la regulación originada por efectores tan importantes como AMP y 

fructosa 2,6-bisfosfato (8-34). 
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