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A strong inhibitor of G6PDH has been detected in rat liver homogenates. The inhibitor,
isolated by ultrafiltration methods, proved to be very stable under incubation with trypsin and
high temperatures. Gel-filtration through Sephadex G-75 showed it to have a molecular weight
of 3,500 daltons, though perchloric acid treatment produced a light form of 900 daltons. Both
forms of inhibitor act as competitive inhibitor with respect to G6P and exhibit non-competitive
inhibition pattern with respect to NADP+. Physical and kinetic properties, and the increase of
G6PDH activy at low NADP+ concentrations, in the presence of NADPH and inhibitor or
palmitoyl-CoA, in relation to the G6PDH activity in presence of NADPH, lead to the
identification of the low-molecular weight inhibitor as palmitoyl-CoA.
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La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(EC 1.1.1.49) (G6PDH) es la principal
enzima reguladora de la fase oxidativa de
la ruta de las pentosas fosfato. Distintos
autores (1, 9) demostraron que in vitro,
cocientes NADPH/NADP+ proximos a 8
inhibfan casi en su totalidaa al enzima.
Puesto que, in vivo, dicho cociente tiene
un valor mucho mas elevado, la ruta no
deberia ser operativa, extremo que no
sucede.

EGGLESTION y KREBS (1) y RODRl-
GUEZ-SEGADE et al. (7) encontraron que
el glutation oxidado a concentraciones fi- 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

siologicas, era capaz de revertir la inhibi-
cion inducida por el NADPH, para lo
cual se requeria la presencia de un cofac
tor polipeptfdico altamente inestable, que
fue aislado a partir de hfgado de rata (6).
Tambien detectaron que filtrados obteni-
dos usando conos de ultrafiltracion Ami-
con 224-CF-50A, procedentes de homo-
genados crudos de nigado de rata, conte-
nian un inhibidor dializable de la
G6PDH que anulaba el efecto indicado
anteriormente, puesto que disminuia la
inhibicion del enzima por el NADPH a
pequenas concentraciones de NADP+
(elevados cocientes NADPH/NADP+).

En el presente trabajo se describe la
caracterizacion de esta molecula.
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Material y Metodos

Reactivos. — Todos los substrates,
coenzimas y enzimas fueron de Sigma;
los productos de cromatografia, de Phar
macia Fine Chemicals (Suecia); y el resto
de los reactivos utilizados fueron de
grado analftico.

Ensayo de la actividad enzimatica. —
La actividad G6PDH se determine a
25°C, midiendo el incremento de absor-
bancia debido a la reduccion del NADP+
a 340 nm. La mezcla de reaccion conte-
nfa: tampon tris-CIH 50 mM, pH 7,5;
Cl2Mg 5 mM; G6P 1 mM; NADP+ 0,02
mM y G6PDH purificada en un volumen
de 0,05 ml. El volumen final fue de 1 ml
y el ensayo se inicio mediante la adicion
de G6P.

lizo con el metodo de VAN SCHAFTIN-
GEN et al. (10).

Resultados y Discusion

En un potter de vidrio-teflon se homo-
geneizaron higados de ratas Wistar, ali-
mentadas ad libitum, con 4 volumenes de
tampon tris-CIH 10 mM, pH 7,5, conte-
niendo EDTA 1 mM. El homogenado se
centrifugo a 30.000 g durante 30 min
(0-4°C). Se excluyo el precipitado, y el
sobrenadante se concentro mediante una
camara de ultrafiltracion Amicon dotada
de una membrana Amicon PM-30. La
adicion de alicuotas del filtrado obtenido
(0,05 ml) a mezclas de reaccion de deter-
minacion de la actividad G6PDH, pro-
dujo una fuerte inhibicion del enzima

Purification de la G6PDH de higado
de rata. — La enzima fue purificada se-
gun el proceso descrito por HORI y SADO
(2) que comprende precipitacion fraccio-
nada con sulfato amonico, cromatografias
de cambio ionico sobre DEAE y CM-Se-
phadex y gel-filtracion a traves de Sepha
dex G-150. La unica forma activa detec-
tada presento al final del proceso de puri-
ficacion una actividad especifica de 16
U.I/mg de protema. La concentracion
proteica se valord por el metodo de LOW
RY et al. (4).

Metodos analiticos. — Muestras del in-
hibidor se mezclaron con 3 volumenes de
acido percldrico (PCA). Posteriormente,
el precipitado formado se elimino por
centrifugacion a 10.000 g durante 15 min.
El sobrenadante, neutralizado con bicar
bonate sodico 5 M, fue usado como fuen-
te de inhibidor.

El efecto de la tripsina sobre el inhibi
dor lue estudiado utilizando el metodo
descrito por RODRfGUEZ-SEGADE et al.
(6). La accion de la fosfatasa alcalina so
bre el inhibidor, con el tin de verificar un
posible caracter de ester fosforico, se rea-

Fig. 1. Determination del peso molecular del inhi
bidor de la G6PDH.

Se utilizaron columnas de Sephadex G-75 (30 X 1,2
cm), estabilizadas con tampon tris-CIH 10 mM, pH
7,5; EDTA 1 mM y calibradas con seroalbumina
bovina (a), ovoalbumina (b), mioglobina (c), citro-
cromo (d), glucagon (e), glutation oxidado (f) y
DPN-L-alanina (g). A) Concentrado procedente de
la membrana Millipore PSAC. B) Filtrado de la
membrana Millipore PSAC despues del tratamiento

de (A) con acido perclorico.
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(74,8% de actividad residual), que se in
crement© al concentrar nuevamente dicho
filtrado con una membrana Millipore
PSAC, que permite el paso exclusiva-
mente de moleculas de menos de 1.000
daltones de peso molecular (52% de acti
vidad residual). No se encontro efecto
inhibidor apreciable cuando se anadieron
0,4 ml de filtrado de la segunda concen-
tracion.

Los resultados de los procesos de ultra-
filtracion fueron concordantes con el peso
molecular del inhibidor (3.500 daltons),
calculado mediante columnas de Sepha
dex G-75 (fig. 1).

Con el fin de comprobar si se trataba
de un peptido, se estudio la estabilidad
del inhibidor a altas temperaturas y frente
a la tripsina. Ambos tratamientos no afec-
taron a la accion inhibidora (tabla I). La
perdida de poder inhibitorio despues de
24 horas de dialisis a 4°C, contrasta con
la estabilidad mostrada por el inhibidor
durante este tiempo y a la misma tempe
rature, sin dialisis (tabla I), lo cual parece
sugerir que se produce la rupture de al-
gun tipo de union que libera al inhibidor
y lo convierte en dializable.

Para dar respuesta a estas dos cuestio-
nes se trato el inhibidor procedente del
concentrado de la membrana de Millipore
PSAC con acido perclorico (PCA) sin
encontrarse perdida notable de inhibicion
despues del tratamiento. Posteriormente,
el eluato tratado con PCA, se ultrafiltro a
traves de la misma membrana de Milli
pore PSAC. Se obtuvo un. filtrado que
mantiene el poder inhibidor de la muestre
tratada con PCA de la que se partio, y
que contiene una forma ligera del inhibi-
aor, cuyo peso molecular de 900 daltones
fue calculado por medio de columnas de
Sephadex G-75 (fig. 1). No se detecto
protema en el filtrado, lo cual parece
concordar con la hipotesis expuesta ante-
riormente.

Ambas formas del inhibidor (pesada y
ligera) actuan como inhibidores no-
competitivos respecto al NADP+ y com-

Tabla I. Efecto de distintos tratamientos sobre el
inhibidor de la G6PDH.

Muestras del concentrado de la membrana Milli
pore PSAC se sometieron a los tratamientos indi-
cados. Posteriormente, alicuotas con volumenes
corregidos segun la dilucion impuesta por cada
tratamiento, se anadieron a la mezcla de reaccidn.
Todos los valores son media y S.E.M. de cinco

determinaciones.

Tratamiento Muestra (ml) Actividad residual (%)

Ninguno 0,05 52,01 ± 1,02
80°C(10min) 0,05 50,08 ± 2,71
Tripsina 0,1 53,31 ± 1,23
Dialisis 0,07 99,45 ± 2,45
4°C (24 h) 0,05 53,47 ± 1,86

petitivos respecto a la G6P. Este ultimo
resultado parecia sugerir algun tipo de
similitud estructural del inhibidor con el
sustrato glucidico; sin embargo, la estabi
lidad de este frente a la fosfatasa alcalina y
el peso molecular del inhibidor ligero,
mucho mayor que los fosfo-esteres de
monosacarido, posibles inhibidores, des
cartan la posibilidad de que este tipo de
moleculas sea el responsable de la inhibi
cion.

La G6PDH de distintas fuentes es inhi-
bida por derivados acil-CoA de cadena
larga, entre los cuales, el palmitoil-CoA
parece ser el mas activo (5). Existen datos
que parecen confirmar que el inhibidor
ligero es el palmitoil-CoA, puesto que
ambas moleculas presentan el mismo es-
quema cinetico de inhibicion (3,5). Asi
mismo, ambas moleculas presentan pesos
moleculares analogos y son resistentes a
la accion de la fosfatasa alcalina. No obs
tante, la identidad del inhibidor como
palmitoil-CoA se demostro estudiando el
efecto de las dos sustancias sobre la
G6PDH en presencia de NADPH, res
pecto a distintas concentraciones de
NADP+. Ambas formas del inhibidor y el
palmitoil-CoA, a concentraciones fisiolo-
gicas, actuan como inhibidores no-
competitivos respecto al NADP+, al con-
trario que el NADPH que actua como 
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inhibidor competitive, incrementando la
Km para NADP+ de 4 a 36 /zM. Sin
embargo, cuando el NADPH inhibe al
enzima en presencia de palmitoil-CoA o
ambas formas del inhibidor, el esquema
de inhibicion pasa a ser de tipo no-com-
petitivo descendiendo el valor de la Km

Fig. 2. Inhibicion de la CJ6PDPI por palmitoil-
CoA y anibas jortnas de inhibidor en presencia y

ausencia de NADPH.
i\) 0,05 niM palmitoil-CoA. B) 0,05 ml concen-
trado Millipore PSAC. C) 0.2 ml de inhibidor li-
gero. (O) Enzima solo (•) Palmitoil-CoA o ambas
formas de inhibidor. (■; 0,08 m.M NADPH. (A)
0,08 m.M NADPH y las muestras anteriormente

citadas de palmitoil-CoA e inhibidor.

hasta 10 jxM, lo que indica un proceso de
activacion debido a un incremento de afi-
nidad de la G6PDH por el NADP+. A
concentraciones elevadas de NADP+, la
inhibicion parece ser la suma de las inhi-
biciones producidas por el NADPH y el
palmitoil-CoA o inhibidor (situacion de
pequenos cocientes NAPDH/NADP+).
Por el contrario, con concentraciones pe-
quenas de NADP+ (cocientes NADPH/
NADP+ proximos a los fisiologicos) (1, 6,
8), la inhibicion es menor que cuando se
utiliza NADPH exclusivamente como in
hibidor (fig. 2). Este proceso, de relativa
activacion respecto a la actividad obtenida
en presencia de NADPH, es un resultado
similar al encontrado por otros autores
(1, 7), que hallaban mayor inhibicion por
NADPH usando G6PDH de extracto
crudo dializado que cuando se usaba la
misma fuente de enzima sin dializar.

Los resultados del presente trabajo per-
miten proponer que la forma ligera del
inhibidor es el palmitoil-CoA, el cual
afecta, segun un mecanismo todavia no
esclarecido, la inhibicion de la G6PDH
por el NADPH. El papel que desem-
pena esta sustancia en la regulacion de la
actividad G6PDH por el cociente
NADPH/NADP+, asf como el estudio de
la molecula inhibidora de mayor peso
molecular seran temas de proximas inves-
tigaciones.
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Resumen

Se detecta un fuerte inhibidor de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa en homogenados de higado
de rata. El inhibidor, aislado por tecnicas de ultrafil-
tracion, es estable frente a la tripsina y a altas
temperaturas. El peso molecular, calculado por me
dio de columnas de Sephadex G-75 es de 3.500
daltons. Sin embargo, por tratamiento con acido
pcrcldrico se obtiene una forma ligera de 900 dalto-
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nes. Ambas formas actuan como un inhibidor com- 2.
petitivo respccto a la G6P y mucstran inhibition
no-competitiva respecto al NADP+. Las propicda- 3.
des fisicas y cineticas y el incremento de actividad
G6PDH a baja concentracion de NADP+, en pre- 4.
sencia de NADPH e inhibidor o palmitoil-CoA, en
relacion con la actividad obtenida en presencia de
NADPH solo, son fuertes evidencias para identifi- 5.
car al inhibidor ligero como palmitoil-CoA.

6.

Palabras clave: Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa,
Palmitoil-CoA. 7.

8.
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