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DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.
UNIVERSIDAD DE GRANADA

EFECTO DE CATIONES DIVALENTES 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 fisiologica, sobre
todo en los tejidos gluconeogénicos como la corteza renal, por lo que existen
diversos mecanismos para ejercer una estricta regulacion 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 catélisis. En este
trabajo, se estudian las caracteristicas cinéticas del enzima purificado a partir de
corteza renal de rata, en funcion de la concentracion de dos de los cationes mads
importantes para la actividad del enzima, magnesio y manganeso.

SUMMARY

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

INTRODUCCION

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

Ars Pharmaceutica. Tomo XXXII, Niims.1-2-3 y 4. 1991, 3-10.
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FBPasa
D-Fructosa 1, 6-bP + H,0 > D-Fructosa 6 - P + Pi
M62+

Esta reaccién constituye una etapa importante en la ruta gluconeogénica de gran
mayoria de sistemas vivos debido a su cardcter de irreversibilidad. La médxima
actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa ha sido observada en tejidos animales con gran
capacidad gluconeogénica como higado y rifién, sin embargo, se conoce que esta
ampliamente distribuida en otros tejidos como miisculo, mucosa intestinal, glandu-
la mamaria, corazén, 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 caracteristicas cinéticas mds generales, la inhibicién causada por su
sustrato, la Fructosa 1, 6-bisfosfato (1), y la regulacién alostérica por AmP (2) y
Fructosa 2, 6-bisfosfato (3).

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

Aunque el enzima de higado de rata es sustrato de proteina quinasas dependien-
tes de AMP ciclico, su papel en la regulacién es contradictorio, ya que hay descritos
cambios en la actividad del enzima (4) y en la sensibilidad alostéricos (5) en
funcién del estado de fosforilacién, mientras que en otros trabajos no se observan
estas modificaciones (6-9). Otros datos descritos sobre la fosforilacion del enzima,
de origenes diferentes al higado de rata, aportan atin méds dudas en cuanto a su
significado fisiol6gico. A excepcién del grupo de Mendicino (10), que describieron
la fosforilacion de la fructosa 1, 6-bisfosfatasa de rifion de cerdo por una proteina
quinasa del mismo origen, y del de Rittenhouse (11), que observaron fosforilacién
in vivo de la fructosa 1, 6-bisfosfatasa de levadura, ningiin grupo de investigadores
han podido demostrar que el enzima de otros origenes sea susceptible de fosforilarse
(76, 12, 13). Respecto a la modificacion de los niveles de sus principales efectores,
la concentracién de fructosa 2, 6-bisfosfato en la célula estd regulada de forma
compleja a través de los mecanismos hormonales de modulacién del enzima que
cataliza su sintesis y su degradacion (14-16). Por otra parte, ha sido descrito que en
higado 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 regulacion hormonal.

Las propiedades reguladoras del enzima renal son poco conocidas. En este
trabajo, se estudia la importancia de la concentracién de los cationes divalentes,
magnesio y manganeso, sobre la actividad del enzima purificado a partir de corteza
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renal. La concentracion de estos cationes puede verse modificada en respuesta a
diferentes situaciones fisioldgicas y patoldgicas, lo que se traduce en graves altera-
ciones en la regulacién de la gluconeogénesis renal.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar adultas mantenidas con dieta estdndar y acceso libre al
agua. Los reactivos generales y especificos empleados procedian de las firmas
Boehringer, Sigma y Merck y eran, todos ellos, de la maxima pureza. Los animales
se sacrificaron por dislocacion cervical y se procedia, inmediatamente, a la extrac-
cién y demedulacién de los rifiones. El proceso de purificacion de la fructosa 1,
6-bisfosfatasa a partir de la corteza renal se realizé segin el método descrito en
(19). La determinacion de la actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa fue llevada a cabo
espectrofotométricamente (20).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestra la curva de actividades enzimadtica de la fructosa 1, 6-
bisfosfatasa en funcién del pH. Los valores experimentales de pH del medio de
ensayo que aparecen representados son los medidos en la cubeta de reaccion
inmediatamente después de realizada la determinacién de actividad. La curva
obtenida presenta un claro perfil acampanado con un maximo de actividad enzimdtica
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 accién de gran variedad de
enzimas proteoliticos lisosomales (21,22). La modificacién en la estructura prima-
ria de la proteina provoca cambios conformacionales en el enzima que adopta una
forma de mayor relajacion (23). Estos cambios estructurales traen como consecuen-
cia la variacion en las caracteristicas de actividad y regulacién del enzima, haciendo
que presente un pH 6ptimo alcalino, menor sensibilidad a la inhibicién por AMP
(23), pérdida de activacién por cationes monovalentes (24) y menor efecto inhibidor
de altas concentraciones de sustrato (25). El hecho de que el pH 6ptimo de nuestra
preparacion enzimdtica se encuentra en su forma nativa, manteniendo intactas las
propiedades reguladoras, sin haber sufrido degradacién proteolitica a lo largo del
proceso de purificacioén. La posible importancia fisiolégica de la regulacion de la
fructosa 1, 6-bisfosfatasa por proteolisis no ha sido exhaustivamente estudiada pero
se conoce que es sustrato de proteasas lisosomales endégenas que son liberadas
durante el ayuno (26) o después de la administracion de glucagon a los animales
27).

La fructosa 1, 6-bisfosfatasa presenta requerimiento absoluto de cationes
divalentes tales como Mg?** o Mn?* para llevar a cabo su actividad catalitica. Sin
embargo, para el enzima de algunos origenes ha sido descrita inhibicién de la
actividad cuando se seiiala a concentraciones elevadas de estos iones.
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Actividad especifica Actividad especifica (Mg) {Mn)
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Figura 1.- Efecto del pH sobre la actividad de la Figura 2.- Actividad de la fructosa 1,6-
fructosa 1,6-bisfosfatasa de corteza renal de rata. bisfosfatasa de corteza renal de rata en funcién
Los resultados se expresan en unidades/mg de del tipo y concentracién de catién divalente. Los
proteina. Las determinaciones se realizaron con resultados se expresan en unidades/mg de protei-
fructosa 1,6-bisfosfato 0,ImM y Mg** SmM. na. Las determinaciones se realizaron con fructosa

1,6-bisfosfato 10 uM.

Para conocer la respuesta del enzima de corteza renal a la variaciéon de los
niveles de cationes divalentes, determinamos su actividad enzimadtica a lo largo de
un amplio rango de concentraciones de Mg?* y Mn?*. Los resultados obtenidos estdn
reflejados en la Figura 2. Se aprecia que con Mn?* Los valores de velocidad son
mucho mds elevados que con Mg2+ pero son requeridos niveles de Mn?* muy altos,
superiores a 3 mM, para que el enzima presente actividad, mientras que concentra-
ciones superiores a 6 mM ya producen inhibicién enzimatica. El comportamiento
para el Mg?* es claramente distinto, ya que existe un respuesta de caracter hiperbdlico
cuando los niveles son bajos aunque, al igual que con Mn*, un incremento de la
concentraciéon puede provocar descenso en la actividad del enzima.

Estos resultados estdn de acuerdo con los descritos para el enzima de otros
origenes en la inhibicién encontrada a altas concentraciones de cationes divalentes,
pero difieren de ellos en que, en los otros casos, la respuesta para el Mg?* es de ca-
racter sigmoidal y la [Mn?*] , 5 es muy inferior a la del Mg?* (28, 29). Se ha
considerado la existencia de dos sitios de unién para los cationes divalentes, uno
activador y otro de baja afinidad responsable de la inhibicion (30), sin embargo, la
inhibicién por altas concentraciones de Mg?* puede deberse a la formacién de un
quelato entre el i6n y la fructosa 1, 6-bisfosfato incapaz de unirse al centro activo
(31). El Mn?* ha sido observado como un activador del enzima mas efectivo que el
Mg?*(28), presentando una S, sen el rango |\M, sin embargo, para la fructosa 1, 6-
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bisfosfatasa de levadura, se han descrito curvas de actividad en funcion de la
concentracién de Mn** donde no se observaba velocidad de reaccién a valores
inferiores a 1 mM (32). Por otra parte, el Mn?* 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 concentracion de proteina en cubeta. Podemos observar que no existe una
relacién lineal entre ambos sino que aparecen curvas de perfil sigmoidal para las
tres condiciones establecidas de i6n divalente.

El caricter sigmoidal de la curva es muy acentuado cuando la actividad esta
ensayada en presencia de Mn2+, mientras que con igual concentracién de Mg2+
aparece una relacion de dependencia casi lineal aunque con un efecto de saturacién
a las mds altas concentraciones de proteina. Cuando el nivel de Mg2+ es bajo,
observamos que se produce disminucién de la actividad fructosa 1, 6-bisfosfatasa al
incrementarse la concentracion de proteina en el medio, sin embargo, este efecto
puede deberse, mds que a procesos de agregacién molecular, a un descenso de la
cantidad de Mg2+ disponible, por debajo de la concentracién requerida para la
actividad catalitica, debido a captacién de iones por las moléculas de enzima en
€XCeso.

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

nmoles/min (Mg) {Mn) 5 Actividad especifica (Mg) (Mn)
30

*
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Fructosa 1.8-bistosfat
&= (Mgl - 0.5mM 6= [Mg] - 6mM {Fructosa 1.8-bisfosfato} LM
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Figura 3.- Efecto de la concentracién de fructosa Figura 4.- Actividad de la fructosa 1,6-bisfosfatasa
1,6-bisfosfatasa sobre su actividad, en presencia de corteza renal de rata en funcién de la concen-
de Mg** o Mn**. Las determinaciones se realiza tracién de sustrato, en presencia de diferentes

ron con fructosa 1,6-bisfosfato 10 uM. concentraciones de Mg**o Mn**. La velocidad de

reaccion se expresa en unidades/mg de proteina.



8 ARS PHARMACEUTICA

donde existe mayor proporcionalidad para todas las condiciones estudiadas. Obser-
vamos, como dato mds destacable, la inhibicién enzimatica producida al elevar la
concentracion del propio sustrato de la reaccion.

Debido a este comportamiento cinético hay una imposibilidad obvia de realizar
una estimacién adecuada de los valores de Vmax y Ko,5 por ajuste de los resultados
experimentales a una ecuacién matemadtica tipica. Nosotros hemos realizado una
aproximacion a los valores reales considerando, cuando fue posible, que el enzima
sigue una cinética de cardcter michaeliano para concentraciones de sustrato inferio-
res a aquella con la que se obtiene la mayor actividad. Segin esto, los resultados
son ajustados por regresion lineal mediante una representacion de Lineweaver-
Burk y los parametros cinéticos obtenidos por extrapolacién. Sin embargo, hay que
reiterar que estos valores son sélo 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 Mg?* 5 mM la inhibicién por sustrato es acusada, la actividad
maxima se alcanza a 7,5 uM de fructosa 1,6-bisfosfato y a concentraciones superio-
res a 10 UM comienza a producirse el descenso de la velocidad de reaccion.
Nuestros resultados indican que, en estas condiciones, el enzima presenta una
Vmax igual a 5,72 unidades x mg'? y una [fructosa 1,6-bisfosfato] o5 de 3,36 pM.
Con la més baja concentracion de Mg?*, encontramos un comportamiento semejan-
te, presentdndose la mayor actividad enzimética con fructosa 1,6-bisfosfato entre
7,5 y 10 uM. En este caso obtenemos una Vmax de 2,9 unidades x mg'?y la [fructosa,
1,6-bisfosfato] o5 es 4,17 uM. Esta variacién de la K, para el sustrato, en funcion
del nivel de Mg?*, puede inducimos a pensar que éste es no s6lo un cofactor para la
reaccion sino también un efector del enzima.

El Mn?* se comporta, como veiamos anteriormente, como un fuerte activador de
la fructosa 1,6-bisfosfatasa produciendo un gran aumento en su actividad enzimadtica.
Ademads, como se deduce de los resultados mostrados en la Figura 4, el efecto
activador lo realiza también disminuyendo considerablemente el valor de [fructosa
1,6-bisfosfato],s, ya que se alcanza el maximo valor de actividad a 2 uM, de
sustrato. Por otra parte, se ha descrito que la presencia de Mn?* como cofactor pro-
duce desensibilizacion del enzima frente a la inhibicién por su propio sustrato (33).

El mecanismo por el cual la fructosa 1,6-bisfosfato produce su accién inhibidora
no ha sido aclarado todavia. Segiin nuestros resultados, debido a que el sustrato se
une al enzima tinicamente por el centro activo, ya que se demuestra la inexistencia
de un centro alostérico para el sustrato(19), hay que considerar la inhibicién como
un proceso estrictamente cinético.

La importancia fisiolégica que puede presentar la regulacion de la fructosa 1,6-
bisfosfatasa por Mg?* o Mn*, a la vista de los datos conocidos de concentracion de
cationes libres y de los valores de sus correspondientes Ky, y S, 5, y dado que el
enzima, cuando actiia con Mg?* o Mn*" como cofactor, es muy sensible incluso a
ligeros cambios de la concentracién de iones metdlicos en el entorno celular, es
clara. Mds aiin, si consideramos que estos iones no sélo ejercen su activacion
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actuando directamente sobre el enzima sino que, ademds, producen cambios signi-
ficativos en la regulacién originada por efectores tan importantes como AMP y
fructosa 2,6-bisfosfato (8-34).

(1)
@)

3)
4)

(5)
(6)
N
(8)
%)
(10)
an
12)
(13)
(14)

15)

(16)
an
(18)
19

(20)
2D

(22)
(23)
(24)
(25)
(26)

@7
(28)

(29)

BIBLIOGRAFIA

NIMMO H. G. and TIPTON K. F. Eur. J. Biochem. 58: 567-574 (1975).

McGRANE M. M., ELMAGHRABI M. R. and PILKIS S. J. J. Biol. Chem. 258: 10445-10454
(1983).

PILKIS S. J., ELMAGHRABI M. R., PILKIS J. and CLAUS T. H. J. Biol. Chem. 256: 3619-
3622 (1981).

RIOU J. P., CLAUS T. H., FLOCKHART D. A., CORBIN J. D. and PILKIS S. J. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74:4615-4619 (1977).

EKDAHL K. N. and EKMAN D. J. Biol. Chem. 260:14173-14179 (1985).

RITTENHOUSE J., CHATTERIJEE T., MARCUS F., REARDON I. and HEINRIKSONR.L.J.
Biol. Chem. 258:7648-7652 (1983).

CLAUS T. H., SCHLUMPF T., ELMAGHRABI M. R., McGRANE M. M. and PILKIS S. J.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 100: 716-723 (1981).

MEEK D. W. and NIMMO H. G. Biochem. J. 222:131-138 (1984).

VIDAL H., ROUX B. and RIOU J. P. Arch. Biochem. Biophys. 248:604-611 (1986).
MENDICINO J., LEIBACH F. and REDDY S. Biochem. 17:4662-4669 (1978).
RITTENHOUSE J., MOBERLY L. and MARCUS F. J. Biol. Chem. 262:10114-10119 (1987).
MARCUS F. and HOSEY M. M. J. Biol. Chem. 255:2481-2486 (1980).

MOSEY M. M. and MARCUS F. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:91-94 (1981).
ELMAGHRABI M. R., CLAUS T. H,, PILKIS J., FOX E. and PILKIS S. J. Biol. Chem.
257:7603-7607 (1982).

CLAUS T. H.,, ELMAGHRABI M. R., REGEN Z., STEWART H. B., McGRANE M. M.,
KOUNTZ P. D, NYFELER F,, PILKIS J. and PILKIS S. J. Curr. Top. Cell. Regul. 23:57-86
(1984).

PILKIS S. J., FOX E., WOLFE L., ROTHBARTH L., COLOSIA A., STEWART H. B. and
ELMAGHRABI M. R. Ann. N. Y. Acad. Sci. 478:1-19 (1986).

TAUNTON O. D., STIFEL F. B., GREENE H. L. and HERMAN R. H. J. Biol. Chem. 249:
7228-7233 (1974).

ELMAGHRABI M. R., PILKIS J., MARKER A. J., COLOSIA A., D’ANGELO G., FRASIER
B. A. and PILKIS S. J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8430-8434 (1988).

VARGAS A. M, SOLA M. M. and BOUNIAS M. J. Biol. Chem. En prensa (1990)
ELMAGHRABIM. R.

MENDICIONOJ., OLIVER R. M. and KRATOWICH N. J. Biol. Chem. 247:6643-6648 (1972).
PONTREMOLI S., MELLONI E., DE FLORA A. and HORECKER B. L. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 70: 661-664 (1973).

MARCUS F., EDELSTEIN 1., SAIDEL L. J., KEIM P. S. and HEINRIKSON R. L. Arch.
Biochem. Biophys. 209: 687-696 (1981).

DZUGAJ A, HEYDUK T., BUCZYLKO J. and KOCHMAN M. Arch. Biochem. Biophys. 239:
486-490 (1985).

COLOMBO G. and MARCUS F. J. Biol. Chem. 248: 2743-2745 (1973).

PONTREMOLI S. and HORECKER B. L. Curr. Top. Cell. Regul. 2: 173-199 (1970).
MELLONI E., PONTREMOLI S., SALAMINO S., SPARATORE B., MICHETTI M. and
HORECKER B. L. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1499-1502 (1981).

SCHWORER C. M. and MORTIMORE G. E. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 3146-3173 (1979).
TEJWANIG. A, PEDROSA F. O., PONTREMOLI S. and HORECKER B. L. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 73:2692-2695 (1976).

LUIF. and FROMM H. J. Arch. Biochem. Biophys. 260: 609-615 (1988).



10
(30)
(31
(32)
(33)

(34)

ARS PHARMACEUTICA

TASHIMA Y. and YOSHIMURA N. J. Biochem. 78: 1161-1169 (1975).

MARCUS C. J., GELLER A.M. and GANCEDO C. Arch. Biochem. Biophys. 218: 478-482
819&%51)0 J. M., MAZON M. J. and GANCEDO C. Arch. Biochem. Biophys. 218: 478-482
i/liilz)i"OL A., BLACK W. J. and HORECKER B. L. Arch. Biochem. Biophys. 151: 591-596
;J[?;%J)I;JUMA H. and TASHIMA Y. Arch. Biochem. Biophys. 226: 257-264 (1983).



