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1.INTRODUCCION.- La primera descripción de una fruc­

tosa difosfatasa específica fue la de Gomory(l) 

quien caracterizó el enzima como una fosfatasa al­

calina que tenía muy poca o nula actividad a pH por 

debajo de 8, Posteriormente, otros investigadores 

obtivieron preparaciones altamente purificadas del 

enzima(2-5). Estas preparaciones tenían curvas de 

pH análogas a las descritas por Gomory con la excep­

ción de que algunas de ellas tenían alguna activi­

dad a pH neutro. No obstante, algunos investigado­

res(6-9) habían decrito que los extractos crudos de 

hígado tenían FDP-asa que era activa a pH neutro y 

había algunas indicaciones de que el pH óptimo al­

calino era el resultado de una modificación proteo­

lítica del enzima nativo durante su aislamiento(6, 

8,9), La primera evidencia clara de una modifica­

ción por proteasas endógenas fue la obtenida por 

Pogell y McGilvery(6) quienes describieron un incr~ 

mento en la actividad del enzima a pH 9,2 cuando 

preparaciones parcialmente purificadas se incubaban 

con una fracción particulada de hígado de conejo, 

Este resultado sería confirmado más tarde por Na­

kashima y Horecker(10), 

En 1971 pudo ser aislado en varios laborato­

rios el enzima con actividad óptima a pH neutro(11-

13) confirmándose de esta forma definitivamente que 

la FDP-asa"alcalina" era un artefacto resultante 

de los métodos usados originalmente para su purifi­

cación. 
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Además de la diferencia en actividad, el enzi­

ma neutro se diferenciaba del alcalino en que mien­

tras aquél estaba compuesto po r cuatro subunidades 

de Mr=J6,ooo, éste estaba constituido por cantida­

des variables de una subunidad cuya Mr era 29.000(11) 

Algunas observaciones sugerían que la modifi­

cación proteolítica pudiera ocurrir también "in vi­

vo" en ciertas condiciones fisiológicas. Así, se 

describió que el enzima aislado de conejos silves­

tres durante los meses de invierno mostraba indica­

ciones de que la modificación proteolítica había 

tenido lugar (aparecían trazas de subunidades de 

peso molecular pequeño), mientras que cuando el ais­

lamiento se hacía durante los meses de verano el 

enzima no mostraba tales cracterísticas(14), Dife­

rencias análogas fueron también observadas cuando 

el enzima fue purificado de hígados de conejo de 

laboratorio expuestos al frio o a periodos prolon­

gados ayuno(15,16), tratados con triamcinolona(l?) 

ó en los uqe se indujo diabetes con alloxan(17), 

Estos hechos sugiriendo que la modificación proteo­

lí tica pudiera estar asociada con condiciones que 

favorecen la gluconeogénesis nos indujeron a exami­

nar la naturaleza de tal modificación en la FDP-asa 

de hígado de conejo así como a intentar identificar 

y caracterizar los enzimas proteolíticos endógenos 

responsables de tales cambios. 
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2.-MODIFICACION POR SUBTILISINA: En nuestro labora­

torio fueron estudiados originalmente los efectos 

de la subtilisina Calrsberg sobre la FDP-asa. Esta 

modificación constituía un excelente modelo puesto 

que los cambios que tenian lugar eran comparables 

a los observados con las proteasas endógenas(18). 

La incubación con subtilisina causa un incremento 

en la actividad del enzima a pH alcalino y una pér­

dida de sensibilidad hacia el AMP, que es un inhi­

bidor alostético del enzima, mientras que la acti­

vidad a pH neutro cambia sólo ligeramente. El re­

sultado final es que a pH 7,5 el efecto de la mo­

dificación proteolítica pareceser el de liberar al 

enzima de la inhibición por concentraciones fisio­

lógicas de AMP. Estos cambios en las propiedades 

catalíticas están asociados con la conversión de 

las subunidades nativas (Mr=J6,000) en una forma 

más ligera con M:r:c29,ooo. Recientemente se ha po­

dido comprobar que el péptido S(Mr=?.000) no se 

libera durante la digestión sino que permanece 

asociado con las subunidades modificadas(19) y que 

el peso molecular de la proteína oligomérica perma­

nece inalterado en 144.ooo. Sin embargo, en condi­

ciones disocisntes el peptido S y la subunidad re­

sidual pueden ser separados y aislados(19). 

Estos resultados sugerían que la FDP-asa po­

seía una región limitada de su estructura sucepti-
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ble al ataque por subtilisina y que el resto de 

la molécula era resistente porque una serie de 

fuertes interacciones no covalentes evitaba el 

acceso de la proteasa a los enlaces peptídicos. 

Esta hipótesis ha sido confirmada por el análisis 

estructural por el que se han identificado los 

sitios de ruptura por subtilisina(Figura1). El 

péptido S, que contiene 60 aminoácidos incluyendo 

el resíduo NH
2
-terminalp que está bloqueado(20), 

ha sido secuenciado completamente(21). 

J.-MODIFICACION POR PROTEASAS LISOSOMALES: 

3,1, Naturaleza de la modificación. En nuestros 

estudios sobre la modificación de la FDP-asa hemos 

empleado una preparación de membranas lisosomales 

que cataliza la conversión de la FDP~asa neutra 

en FDP-asa alcalina, Esta preparación, cuyas pro­

piedades se describirán más abajo, tiene la venta­

ja de ser insoluble, de forma que la reacción pu~ 

de terminarse por centrifugación dejando sólo la 

FDP-asa modificada en el sobrenadante, Las menbra­

nas lisosomales se preparan por congelación y des­

congelación sucesiva de una fracción de partículas 

pesadas obtenida de hígado de rata(15). El material 

insoluble de esta preparación se lava después ex­

haustivamente hasta que los lavados están libres 

de material capaz de absorber luz ultravioleta. 

Cuando las membranas así preparadas se añadían a 

Fundación Juan March (Madrid)



7 

11 

~Ala-~Ala~~~Thr~DeSttThr~Thr~~ 

.. 20 
Val 

Md 

Leu 

Gin Thr Met Glu Gly 
Leu 

Asn 

Stt Leu Cys Thr Ala 
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Figura 1.- Secuencia de aminoácidos en la región 
NH

2
-terminal de la fructosa 1,6 difosfatasa de 

hígado de conejo, El péptido S originalmente ais­
lado después de la digestión con subtilisina 
comprende hasta el resíduo 60 (Ala), El péptido 
que se obtiene por digestión con proteasas liso­
somales comprende hasta el resíduo 64 (Asn), 
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la FDP-asa purificada se observaban cambios en las 

propiedades catalíticas del enzima similares a los 

obtenidos con subtilisina(Figura 2A). Es decir, 

un incremento en la actividad catalítica a pH 9,2 

y un ligero descenso en la actividad catalítica a 

pH 7,5, Sin embargo, se encontraron algunas dife­

rencias importantes entre los efectos de la prepa­

ración lisosomal y los de la subtilisina. La pri­

mera fue que el descenso en la sensibilidad a la 

inhibición por AMP era relativamente pequeño(Figu­

ra 2B). La segunda fue que los cambios en la es­

tructura de las subunidades eran mucho más comple­

jos. Además de la subunidad modificada con peso 

molecular de 29,000, también se observó la forma­

ción de una subunidad con Mr=26.ooo. Estas subuni­

dades eran inestables y aparentemente eran degra­

dadas a péptidos con Mr= 13,000. El péptido con 

Mr=29.000 era estable incluso después de largos 

periodos de exposición a las membranas lisosomales 

A pesar de la presencia de por lomenos cinco 

péptidos diferentes en el enzima digerido duran­

te dos horas con las membranas lisosomales (Figu­

ra JB), la estructura cuaternaria del enzima per­

manecía inalterada y en condiciones no disocientes 

(figura JA) la proteína digerida eluía en un sóle 

pico, que contenía la actividad enzimática, de u­

na columna de Sephadex G-75. 
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Figura 2.- Cambios en las propiedades cata­
líticas y reguladoras de la FDP-asa durante su 
digestión con una fracción de membranas liso­
somales. (A) Ensayos de actividad realizados a 
pH 9,2(•) y a pH 7,5(0), (B) Inhibición por 
concentraciones crecientes de AMP antes(o) y 
después(•) de la digestión con membranas liso­
somales durante 120 minutos. 
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Figura J.- Cromatografía en condiciones disocian­
tes y no disociantes del enzima digerido con una 
preparaci6n de membranas lisosomales.(A) La FDP­
asa digerida como se indica en la figura 2 se 
cromatografi6 en una columna de Sephadex G-75 de 
2m x 1,6 cm equilibrada con tamp6n acetato 0,1M 
pH 6,5. En las fracciones se analiz6 actividad 
FDP-asa(•) y proteína total con fluorescamina(o). 
(B): Las fracciones 35-44 de la c~4umna A se 
carboximetilaron con iodoacetato( C) y el produc­
to se analiz6 en una columna similar a la enterior 
equilibrada con 10% de ácido fórmico. 
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Evidentemente la acción de las proteasas lisoso­

males estaba limitada por fuertes interacciones 

no covalentes que prevenían del desdoblamiento de 

la estructura residual. Como confirmación directa 

de esta idea se encuentra el hecho de que el enzi­

ma es completamente digerido en pequeños trozos 

si su estructura se ha relajado al modificar quí­

micamente los resíduos de arginina con butanodiona. 

Uno de los sitios de ruptura, el que da lugar 

a los péptidos con Mr=29.000 y Mr=?.000 ha sido 

identificado. Las fracciones de la figura JB que 

contenían los péptidos 29K y ?K fueron reunidas 

y se determinaron las secuencias de aminoácidos 

en sus extremos NH
2
-terminal y COOH-terminal. Los 

resultados indicaron que la hidrólisis había teni­

do lugar en el enlace peptídico 64-65 (Asn-Val) 

(Figura 4), adyacente a uno de los enlaces peptí­

dicos suceptible a la acción de la subtilisina. 

Este hecho apoya fuertemente la hipótesis de que 

la estructura del enzima nativo contiene en esa 

región un péptido expuesto al medio que es sucep­

ti ble al ataque por distintas proteinasas. Sin 

embargo, otras regiones expuestas al medio, resis­

tentes a la subtilisina pero suceptibles al ataque 

por proteasas lisosomales, deben estar presentes 

en la estructura para explicar la formación de los 

péptidos con pesos moleculares de 26.000 , 13.000 

y 10.000. 
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Figura 4.- Sitio de ruptura por la proteasa liso­
somal. Las fracciones que componían el segundo pi­
co en el experimento de la figura JB correspondien­
tes al péptido de 29.000 daltons se :reunieron y se 
determinó la secuencia de aminoácidos del extremo 
NH -terminal que empezaba por Val. Las fracciones 
co~respondientes al último pico(?.000 daltons) se 
analizaron para determinar la secuencia del extre­
mo COOH-terminal, que era Asn. Los aminoácidos 
están numerados empezando desde el extremo NH

2 
del enzima nativo(ver figura 1). Se indica el 
sitio de ruptura por las membranas lisosomales 
(L

1
) y se compara con los sitios de ruptura por 

la subtilisina(ver también figura 1). 
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3o2. Propiedades de la actividad transformante. 

La actividad transformante se encuentra en los 

lisosomas (22), pero por conveniencia práctica, 

la mayoría de los experimentos que se describen a­

quí han sido realizados con una fracción pesada 

que contiene lisosomas y mitocondrias(16). La frac­

ción pesada que se obtiene en sacarosa isotónica 

a partir del tejido hepático es inactiva; sin em­

bargo, la actividad transformante, junto con otras 

actividades lisosomales, se puede poner de mani­

fiesto por congelación y descongelación de la frac­

ción pesada ó añadiéndole Triton X-lOO(Figura 5). 

Después de una congelación y descongelación apro­

ximadamente el 60% de AT aparece en la fracción 

soluble, pero a medida que se aumenta el número 

de veces que la preparación se congela y desconge­

la, la actividad se reasocia con las membranas de 

tal forma que después de 10 ciclos la actividad 

soluble se reduce a menos del 25%. Un comporta­

miento similar se observa en el caso de la hexo­

saminidasa: inicialmente entre el 50 y el 65% del 

total de la actividad está en la fracción soluble 

mientras que después de 10 ciclos de congelación 

y descongelación ésta fracción se reduce a menos 

del 10%. Tanto la actividad transformante de las 

membranas como la hexosaminidasa pueden ser elui­

das con una concentración salina de O,lM (Fig. 5). 
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Figura 5.- Efecto de sucesivas congelaciones y 
descongelaciones en la distribución de dos acti­
vidades lisosomales entre las fracciones particu­
lada y soluble. La fracción de partículas pesadas 
suspendida en sacarosa fue congelada y descongela­
da 10 veces como se ha indicado anteriormente. Des­
pués de cada ciclo se tomó una alícuota y se cen­
trifugó, valorándose las actividades en el sobre­
nadante y en el sedimento resuspendido en el vo­
lumen original. Las actividades valoradas fueon 
hexosaminidasa(A) y actividad transformante(B). 
Después del décimo ciclo la fracción particulada 
se suspendió en NaCl O,lM y se determinaron de 
nuevo las actividades. La AT se determinó valoran­
do el aumento en la actividad específica de la 
FDP-asa a pH 9,2 después de JO min. de incubación 
a JO C. 
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La reasociación de la actividad eluida con las 

membranas no se pudo observar en el caso de otras 

proteasas lisosomales ensayadas(Tabla I). 

TABLA I 

Efecto de la con9elación y descongelación 
en la distribucion de enzimas lisosomales 
entre la fracción soluble y la particulada. 

1 ciclo 10 ciclos 
Actividad % Soluble % Soluble 

Actividad 
Transf ormante 66 28 

Hexosaminidasa 35 5 

Catepsina A 55 53 

Catepsina B1 67 69 

Catepsina e 89 95 

Catepsina D 39 50 

Según Nakashima y Ogino(23) la actividad trans­

formante de hígado de conejo copurifica con la 

catepsinaB
1 

pero los resultados obtenidos por no­

sotros con hígado de rata indican que son dos en­

zimas diferentes, Así, por ejemplo, la AT tiende 

a reasociarse con las membranas lisosomales duran­

te la congelación y descongelación mientras que 

la catepsina B1 no muestra tal tendencia. Otras 

propiedades de la AT pirven para distinguirla de 

la catepsina B
1

• Entre éstas se encuentran el efec-
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to de inhibidores sobre su actividad(Figura 6). 

La leupeptina, que es un inhibidor de la catepsi­

na B
1

(24) no es capaz de inhibir la actividad tran~ 

formante, que es inhibida por TPCK ó iodoacetato 

y también parcialmente inhibida por PMSF y TLCK. 

Al contrario que la catepsina B
1

(2J,24) la AT no 

es activada por reactivos del grupo SH como el 

mercaptoetanol o el ditiotreitol. 

J.J. Inactiv~ción específica de la proteasa trans­

formante de la FDP-asa. 

Una propiedad importante de la AT que la iden­

tifica como un enzima diferente de todas las catep­

sinas ensayadas es su sensibilidad, en presencia 

de sal, a un factor, presente también en la frac­

ción pesada, al que llamaremos factor de inactiva­

ción de la AT ó,simplemente, FI. La observación 

original fue que la AT presente en la fracción so­

luble era inactivada durante el fraccionamiento 

con (NH4)2so4 ó cualquier otro fraccionamiento que 

conllevara la adición de sal. En presencia de NaCl 

0,1M la actividad ena completamente destruida des­

pués de JO minutos a temperatura ambiente, 

Al contrario que la actividad presente en la 

fracción soluble, la actividad adsorbida a las mem­

branas y después eluida con sal era completamen­

te estable. Esto sugería que un factor adicional, 

que no estaba en la fracción eluida de las membra-
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Figura 6.- Efecto de distintos inhibidores en la 
actividad transformante. Se determinó el aumento 
en la actividad específica de la FDP-asa durante 
la incubación con las membranas lisosomales en 
presencia de 2,5 µg/ml de leupeptina o en presen­
cia de los otros inhibidores indicados en concen­
traciones 1 mM. En otros experimentos se determi­
nó que la leupeptina tampoco es capaz de inhibir 
la forma soluble del enzima transformante. 
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nas por la sal, era requerido para que la inacti­

vación tuviera lugar. Para probar esta hipótesis 

se añadió sal a la fracción soluble de los lisoso­

mas y, después de incubarla durante 30 minutos pa­

ra inactivar la AT endógena, se ensayó su activi­

dad FI sobre la AT eluida de las membranas con 

NaCl (Figura 7). En el control sin FI la AT elui­

da de las membranas era completamente estable. En 

los otros casos, después de la adición de FI, la 

actividad AT empezó a reducirse y la velocidad de 

inactivación era proporcional a la cantidad de FI 

añadida. 

Así pues, se puede llegar a dos fracciones que 

contienen FI y AT respectivamente,en ausencia del 

otro 9 de acuerdo con el siguiente esquema de pre­

paración: 

J; 

Extracto celular 

.J, 
Fracción pesada 

(lisosomas) 

1 

Membranas I 
(AT) 

Lavado con 
NaCl 0,21VI 

Membranas II AT(soluble) 

::¡, 
Fracción soluble 

(AT+FI) 

FI 

Incu8ación 
a 22 C,30' 
en NaCl 0,1M 

ó 
calegtamiento 
a 80 e' 5 1 

• . 
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Figura ?.- Requerimiento de un factor soluble 
para la inactivación del enzima transformante. 
El control(o) representa la actividad del enzi­
ma transformante eluido a partir de la fracción 
particulada después de diez ciclos de congelación 
y descongelación utilizándose un volumen de NaCl 
O,lM igual al volumen original de la fracción 
de partículas pesadas(ver figura 5). FI represen­
ta el factor de inactivación presente en el sobre­
nadante después de un ciclo de congelación y des­
congelación que ha sido incubado durante 30 min. 
con NaCl O,lM a temperatura ambiente para inacti­
var la AT endógena. Un volumen de solución de AT 
se mezcló con 0,33(~), 0,5(•) y l(•) volúmenes 
de la solución de FI y se incubó como se ha des­
crito anteriormente. 
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La inactivación por sal en presencia de FI es 

específica para la actividad transformante, Ningu­

na de las catepsinas ensayadas perdió actividad 

alguna en las mismas condiciones en las que la AT 

era inactivada y la hexosaminidasa era también es­

table en dichas condiciones(Figura 8). Estos re­

sultados confirmaron nuestra conclusión original 

de que la actividad transformante no se debe a la 

catepsina B
1 

como tampoco es debida a ninguna de 

las catepsinas ensayadas. 

J.4. Papel de las membranas en la reacción de 

inactivación. 

Hemos descrito cómo la presencia de las mem­

branas protege a la AT de la inactivación por FI. 

Aparentemente la razón es que en presencia de NaCl 

(u otra sal) las membranas pueden unir el FI ori­

ginalmente soluble de forma que no puede ejercer 

su acción. Tal hecho se haya confirmado por el 

experimento expresado en la Tabla II en el que 

alícuotas conteniendo FI(fracción FI del esque-

ma de la pg, 18) se incubaron con varias cantida­

des de membranas( fracción Memb, II del mismo es­

quema) en presencia de NaCl 0,1M, Las membranas 

se separaron después por centrifugación y a con­

tinuación se ensayó la activid3.d de FI en el sobre 

nadante frente a una preparación de AT. Los resul­

tados indican que las membranas pueden "cazar" el 

FI soluble de una forma cuantitativa, lo cual es­

tá en favor de un papel activo de las membranas 
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Fi9Yra 8,- Especificidad del factor de inactiva­
cion. El sobrenadante de después del primer ciclo 
de congelación y descongelación se llevó a una 
concentración O,lM de NaCl y se incubó a tempe­
ratura ambiente. En los tiempos indicados se 
tomaron alícuotas en las que se valoraron la 
actividad transformante, las catepsinas A,B1 , 
C y D y la hexosaminidasa. Al mismo tiempo Se 
hicieron controles para cada enzima a los que 
no se añadió NaCl. 
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en el control de FI y por lo tanto en una posible 

via de controlar la actvidad de la FDP-asa, 

TABLA II 

Adsorción por las membranas lisosomales 
del FI presente en la fracción soluble. 

Volúmenes de M II 
incubados con FI(*) 

% de AT inactivado 
en 30' por el sobre­
nadante de la incuba­
ción. 

o 

0,25 

0,50 

1,0 

Control de AT(**) 

1,0 (Membranas pre-
sentes durante 
la reacción de 

70 

53 
30 

5 

12 

FI y AT) 12 

(*) 1 volumen indica la proporción en que las 
membranas y la fracción soluble se encuen­
tran en la preparación original de lisoso­
mas. 

(**) AT incubado con NaCl 0,1M sin adición de FI 
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3,5, Propiedades del factor de inactivación. 

En la Tabla III se indican algunas de las pro­

piedades del factor de inactivación. El factor es 

termoresistente y no es _precipitable por ácido 

tricloroacético. Su peso molecular, basado en su 

retención por membrana de diálisis spectrapor 3 

es mayor de 3,000. Sin embargo no es retenido por 

un filtro Aminco capaz de retner moléculas con 

Mr mayor de 15.000. Es precipitado por 10 volúme­

nes de acetona pero no lo es por ácido perclórico. 

Finalmente, es resistente a la acción de la trip­

sina y a la de la Pronasa. Un conocimiento más 

amplio dela naturaleza del factor de inactivación 

debe esperar hasta su purificación y caracteriza­

ción química. 

TABLA III 

Propiedades del factor de inactivación 

3,000 Mr 15.000 

Estable a 100°c, 5 minutos. 

Precipitable por 90% de acetona 

No precipotable por HClo4 
Resistente a t ~ ipsina y Pronasa 

Una propiedad particularmente interesante del 

FI es su capacidad de se~ adsorbido por las membr~ 

nas en presencia de NaCl, como se ha descrito an­

teriormente. Por lo tanto el FI puede ser libera-
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do de los lisosomas durante la congelación y des­

congelación en ausencia de sal pero después puede 

ffir·readsorbido a las membranas en presencia de sal. 

De esta forma el efecto de la sal en la adsorción 

del FI a la fracción de las membranas es recípro­

co al observado en el caso de la actividad trans­

formante de la FDP-asa(Tabla IV) 

Tabla IV 

Liberación y adsorción de AT y FI de las 

membranas lisosomales 

Actividad 
transf ormante 

Liberado de los lisosomas 
por congelación y descon­
gelación en sacarosa 0,25M 

Readsorbida a las membra­
nas al repetir la congela­
ción y descogelación 

Se eluye de las membra­
nas con sal 

Factor de 
inactivación 

Igual 

Permanece en el 
sobrenadante 

Se adsorbe a 
las membranas 
en presencia 
de sal 
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4. - DISCUSION. 

Los resultados presentados indican que la re­

gulación de la actividad de la FDP-asa puede ser 

un fenómeno muy complejo en el que pueden jugar 

un papel distinto factores como proteasas y agen­

tes que regulen la actividad de éstas. En otras 

palabras, es posible que pueda existir un mecanis­

mo de los conocidos como "de cascada" en el que 

el objetivo final de la regulación sólo se cumple 

después de que varios acontecimientos concretos 

se han producido y en un orden determinado. 

La FDP-asa como uno de los enzimas clave en 

la regulación de la gluconeogénesis pudiera así 

estar sometida a dos tipos diferentes de control. 

Es fácil pensar en un mecanismo por el que el en­

zima responde a la presencia o ausencia de efecto­

res alostéricos y otro mecanismo, con efectos 

más a largo plazo, por el que el enzima se vería 

adaptado a situaciones "crónicas" en las que 

el suministro de glucosa se viera reducido siste­

maticamente. La regulación proteolítica podría 

ser un mecanismo de este tipo. 

Hay aún muchos puntos oscuros en el posible 

papel de la proteolísis como mecanismo regulador 

en este caso concreto. El objetivo de conocer más 

íntimamente la proteína encargada de la modifica­

ción está aún abierto. 
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En el dominio concreto del factor que inacti­

va a la actividad transformante ni siquiera se co­

noce su naturaleza. Es evidente que la presencia 

de este factor en los lisosomas ha abierto un nue­

vo campo en el que trabajar con objeto de estable­

cer de una forma más concreta su participación en 

la regulación de la actividad de la fructosa 1,6 

difosfatasa. 
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