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RESUMEN

3e estudid en musculd a€ rata alsunox, mecanismos que rela
cionan el sistema de enzimas que interviene en la fosforolisis de lasu-
niones & (l—» 4) del glucégeno (sistema de la fosforilasa) con aquel
responsable de la sintesis de dichas uniones (sistema de la glucégeno
sintetasa),

Se sabe que existen dos formas interconvertibles de fosfori-
lasa, una activa solo en presencia de adenosina 5 monofosfato, la fosfo-
rilasa b y la otra forma, la fosforilasa a que no requiere dichocofac-
tor.

La transformacién de la fosforilasa b en a es catalizadapar
la fosforilasa b quinasa y la conversién inversa, por la fosforilasa a

fosfatasa o PR enziina.

La fosforilasa b quinasa existe también en dos formas: una
""no activada', con muy poca actividad a pH 7, 0 y mayor actividad a
PH 8, 0 y otra "activada' casi con igual actividad a pH 7,0 y 8, 0.

También se sabe que la glucégeno sintetasa se presenta a su
vez en dos formas, una, la gluc6geno sintetasa dependiente, que es ac
tiva solo en presencia de glucosa 6 fosfato y la otra, la glucégeno sin-
tetasa independiente que no necesita dicha hexosa fosfato para su acti -
vidad.

Se comprobb, que una serie de factores, que actuan sobre la
fosforilasa b quinasa actdan también pero en sentido opuesto sobre la
glucégeno- sintetasa. Asf el adenosina trifosfato con iones magnesio vy
3'-5' adenosina monofosfato cfclico (ATP-Mg++-3'5'AMP) o el ion cal-
cio(Catt+) o la tripsina a la vez que convie:ten una forma menos acti-
va de la fosforilasa b quinasa ("'no activada'') en otra més activa (''ac -
tivada''), transforman una forma :-4s activa -de la glucogenosintetasa -
("independiente'') en otra menos activa (''d~oendiente").

Se comprobé que la accién d+1 ATP-Mg+t - 3'5'AMP sobrela
glucbgenosintetasa era independiente de a1 ella prodacida por =21 Cat+.
Asf, preparados insensibles al { 21+ tueroi -ensibles al:

AVP-Mgti -~ 3'5"AM 2y .iceversa.

Al estudiar el efecto del Cat++ sobrela glucégeno sintetasa,se se
paréunfactor indispensable para dicho efecto,el que serfa de naturaleza
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proivica, va que es sensible al calor, no dializable y atazable por enzi
mas proteolfticas. El peso molecular de g¢ste fact: *, serfa de alrede -
dor de 130. 000,

Este factor proteico, que actia sobre la glucégeno-sinteta -
sa no pudo ser separado del factor que interviene en el efecto del Cat+
sobre la fosforilasa b quinae=. obtenido por Mayer ya sea por preci -
pitacién fraccionada con sulfato de amonio, cromatograffa en dietila -
minoetilcelulosa (DEAE) o ultrafiltracién con Sephadex G 200, Tampo
co se pudieron diferenciar ambos factores por tratamiento con calor o
digestién con tripsina.

De confirmarse la identidad de ambos fza:tores y dado el he-
cho que actuarfa simultineamente y en forma opuesta sobre la fosfori
lasa b quinasa y la glucégeno sintetasa, podria se- este, otro elemei
to de regulacién en la sintesis y degradacién del glicégeno.

También se estudiaron las propiedades l:ferenciales de la
glucbgeno sintetasa dependiente obtenida con ATP-Mg++=3'5'AMP, de
aquella obtenida con Cat+.

Mientras la primera es reconvertible a la forma indepen =
diente por accifén del mercaptoetanol y iones magnesio, la obtenida con
Cat+, no lo es. Por otra parte, esta dltima es m3s sensible al calor y
a la digestién con tripsina, que la obtenida con ATP-Mg+t++-3'5'AMP.

Sin embargo, las constantes de Michaelis y velocidades mé4-
ximas para UDPG y G6P y las inhibi~iones proda~idas por UDP y glu -
cosa son semejantes para ambas glucégeno sintetasas.

Se comprob6 adem$s que otros factores que actf{an sobre el
sistema de la fosforilasa act§an también sobre el de la glucégeno sin -
tetasa como ser: 1) accién de la adrenalina y de su intermediario el
3'5' adenosina monofosfato; 2) inhibicién del efecto del Cat+ por una
fraccién sobrenadante de la precipitacién de la glucégeno sintetasa a
PH 5,2 y 3)la accién destructiva del mismo Ca++ sobre el factor pro-
teico que interviene en sus efectos-sobre la glucégeno-sintetasa y la -
fosforilasa b quinasa.

Finalmente se discute la funcién que el Ca++ y el adenosina
trifosfato pueden tener desde el punto de vista fisiol8gico, en relacién
con el trabajo muscular y las acciones hormonales en distintas condi -
ciones,

De las conclusiones del trabajo experimental descripto enes
ta tesis y de los elementos que nos da la bibliograffa se puerde esque -

matizar un mecanismo como el indicado en Jas figuras 3 y 4.

ol
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ABREVIATURAS
ADP - 5' adenosina difosfato .
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I. INTRODUCCION

El glucégeno es un glucopolisac4rido muy ramificado  cuyo
peso molecular, puede variar de 1 x 10® hasta 3000 x 106 (1),dependien-
do este valor de su origen y método de preparacibén (2, 3). For metila -
cibén (4, 5) se demostr6 que las uniones entre los residuos D-glucosilos
son o (1—#4) y o& (1=—26).

El modelo aceptado, con una estructura multiramificada, es
el propuesto por Meyer (6), en el cual las cadenas linealesform:idas 1o,
unidades D-glucosilos con uniones o¢ (1—> 4) estdn conectadas entre
s{ por uniones o¢ (1 —> 6). Estos dltimos tipos de enlaces constituy en
18 puntos de ramificacién. Cabe destacar adem&s que, la molécula de
gluc6geno tiene un sélo grupo reductor y un gran ndmero de grupo ter -
minales no reductores (Fig. 1).

La distribucién de las ramificaciones no es completamerte re
gular, (7, 8), ya que la longitud de las cadenas terminales oscila entre

6 a 9 unidades glucosilos y la de las cadenas interiores entre 3 a 4.

Estas ramificaciones constituyen un 8% del total de uniones.
En la tabla 1 estdn resumidas las propiedades del glucégeno (9).

DISTRIBUCION DEI GI UCOGENO.

El gluc6geno estd ampliamente distribufdo en el reino ani -
mal, y en bacterias, hongos y protozoos, constituyendo una fuente de
reserva de carbohidratos (10); En cambio en el reino vegetal la princi_
pal fuente de reserva de azdcares és el almidén, el que ademés de te-
ner una funcién biol6gica semejante a la del glucégeno en el reino ani-
mal, tiene component es de estructura similar. Dichos componentes son:
la amilopectina con estructura arborescente semejante a la del glucé -
geno, aunque con un menor grado de ramificacién y la amilosa con ca «
denas lineales de D-glucosilos ©¢ (l1-=94). Se ha encontrado en maflz,
un polisac4rido, el fitoglucégeno, muy similar al gluc6geno animal,(11);
por otra parte en el higado de enfermos de glucogenosis de tipo IV, se
encuentra un polisac4rido semejante a la amilopectina (12, 13).

UTIH.IZACION DEL GL UCOGENO.

Durante la contraccién muscular, el glucé4geno se transfor -
ma en glucosa 1P y la glucogenolisis es proporcional al trabajo realiza
do (14). El G1P por vfa glucolftica se convierte en 4cido l4ctico, gene -
rdndose en esta conversién ATP, l.a energfa contenida en el ATP seré&



; PROPIEDAD

REFERENCIA

l.orgitud promedio de cade-
na (CL)*

Ndmero de uniones & (1—»5)
o de ramas externas

}lLfmite deﬂ amilolisis

='L0ngitud te Jas cadenas ter

;jminales (residuos glucosa!
,Longitud de las cadenaster
jminales luego de la acci6n
.de la @ amilasa (residuos
glucosa)

Longitud de las cadenas ter
minales luego de la accién
de la fosforilasa de miscu-
lo (residuns glucosa)

Longitud de las cadenas in-
teric.res {residuos glucosa)
[ . .
jCoi sracidén con iodo

A m4x en presencia de
ig. JlgCa

\
|

10-14

8-10%

40-559

Marr &
Rojizn

46 0m: J 18

Manners,Adv.Carb. Ghem 12 -
(1957) 262 '

Manners, Adv.Carb Chem 12
(1957) 262

Manners, Adv,. Carb Chem 12
(1957) 262

Manners, Adv. Carb Cherh 12
11957) 262

Manners, Adv. Carb Chem 12
i11957) 262 -

Wal.ker-Whelan. B.J. 76
{(1960) 264. -
Manners, Adv. Carb. Chem. 17

(1962) 373

Krisman C. (Tesis} Unjv. Nac,
de Bs. As. (1963)

% CL: Son las iniciales de Chain I engh, representa el nimero de resi-
duos D-glucosa por grupo termiral.
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luego convertida por la fibra muscular, en energfa mecénica.

Por otro lado, el fcido l4dctico faarmado en el misculo, es
transportado por la sangre al higado, donde se transforma en glucége -
no. En la medida en que los t ejidos periféricos necesitan glucosa,etglu
cégeno hepitico, la libera y la sangre la transporta a dichbs tejidos (CE
clo de Cori) (15) (Figura 2).

ENZIMAS QUE DEGRADAN Y SINTETIZAN GLUCOGENO EN
MUSCULO.

a) Degradacién del gluc6geno

1) Fosfgr_ilgi_a_. & (l—=4) glucano; ortofosfato-glucosil transferasa.
Esta enzima cataliza la siguiente reaccién reversible:

(G), + GIP 2= glucosil e (1 — 4) (G)n+ Pi.

Existen en el thdsculo dos formas interconvertibles de esta
enzima (16, 17). Una de éllas es activa dnicamente en presencia de ade-
nosina 5 monofosfato, esta es, la fosforilasa b | F (b) |. La otra esla
fosforilasa _a_[F (a)] » que no requiere dicho cofactor. Es de hacer no
tar, que cuando las preparaciones de fosforilasa a envejecen, se obser
va que el AMP aumenta la actividad de dicha enzima hasta un 35%. (18).

I.a interconversién de ambas formas, se lleva a cabo por en
zirr.as especfficas, Asf la transformacién de la fosforilasa b ena es
catalizada por la fosforilasa b quinasa [nF (b) K] (19,20), segin la
siguiente ecuacién:

2 fosforilasa b + 4ATP E (b) K Jfosforilasa a + 4 ADP

Y en la conversién inversa, interviene la fosforilasa a fosfa -
tasa [F (2) F] (5) segun la siguiente ecuacién:

' F(a) F
F (a) = ”2F (b)+ 4 Pi

La fosforilasa a serfa por lo tanto un dimero fosforilado de
la fosforilasa b . (21,22).

l.0s trabajos de Wang y col. indicarfan que la formacién de F
(a) se produce por el sélo hecho de la fosforilacién de la F (b), sin va -
riacién del peso molecular (23, 24).

L.as preparaciones con actividad fosforildsica se caracteri -
zan desde el punto de vista de su contenido en fosforilasaa y b por
la relacibn:



Actividad medida en aasencia de AMP F (a)
es decir

— - - — - ——— e - ——

Actividad medida en presencia dz AMP F(a)+ F (b)

El nivel de F(a) es la resultante de la accién de la F (b) K
que la forma y de la F(a) F que la recosvierte en F(b).

Esta relacibn representa por lo tanto en primera aproxima -
ci6n, el equilibrio de las acciones de la F(b)K y de la F(a)F sobre sus
sustratos (F(b) y F(a) respectivamente,

La F(b)K existe también #n 2 formas: una '""no activada! <con
muy poca actividad a pH 7, 0 y mayor actividad a pH 8,0 y otra "activa
da' casi con igual actividad a px1 7,0 y 8, 0 (25).

Como en el caso de la fosforilasa, también las 2 formas de
F(b)K son interconvertibles 'in vitro'; la forma ""no activada' se con -
vierte en ''activada' por accién de:

a) ATP - Mg t*_3150 AMP (26);
b) Iones calcio (27);
c) Incubaciones cortas con tripsina (28).

Se han hecho estudios del papel que tienen "in vivo" la F (a)
y la F (b) darante 1a glucogenolisis., Antes de los trabsjos de Morgan y
Parmaggiani (29, 30, 31) se crefa que 12 F(a) era la dnica que actuaba
"in vivo' en la glucogenolisis. Estos a:itores demostraron, que tam-
bién la F(b) puede tener "'per se'' un ro! importan*e, dependiendo ello,
de las condiciones fisiol6égicas. Una praeba decisiva de este hecho, se
obtuvo con el descubrimiento de la cepa I de ratén la que a pesar de ca
recer de F(a) y de F(b)K, desarrolla actividad muscular précticamm:
te normal (32).

El mecanismo de accibén de adrenalina en misculo esquelé -
tico purde esquematizarse de la siguiente manera: la primera etapa es
t4 dada por la accidn de la adrenalina sobre la ciclasa, enzima ésraq;
transforma el ATP en 3'6' AMP ciclico. FEste nucledtido estimula la ac
tivacién de ta F (b)K por el ATP‘MgH'y esta iltima enzima "activada'
transforma la F(b) en F (a) aumentando con ello la glucogenolisis (25,
33, 34, 35, 34, 37, 38, 39) (Fig. 3).

2.0ligo (1 - 4) ——> (1 - 4) glucantransferasa,

g Esta actividad, transfiere principalmente residuns de 3 glu-
cosfos en o (]l—=p» 4) de una cadena dadorz a una receptora,Esta trans



ferencia puede ser inter o intramolecular. Algunas veces la transf eren
7:a se hace con residuos de 2 glucosilos e (1—> 4) (40).

Abdullah y Whelan (41) y Brown y colab. (42) demostraron
G .e el proceso de desramificacién, puede también llevarse a cabo sir
‘osforalisis, por la sola actividad de la oligo (1 - 4) —> (1 - 4) glucan
t> ansferasa y la amilo (1— 6) glucosidasa.

. Enzima desramificante o amilo (1 —» 6) glucosidasa.

Esta enzima actda en el catabolismo del glucégeno, hidroli -
zando la unién o¢ (1 —=p 6) del punto de ramificacién, cuando ha que-
dado un sélo residuo glucosilo en diche unién. La actividad degradativa
de la fosforilasa sobre el gluc6geno, deja cadenas externas con cuatro
glucosilos o¢ (1 — 4) (43).

La oligo (1 - 4) —— (1 - 4) glucantransferasa transferirfa
de una rama externa de la dextrina lfmite de la fosforilasa, 3 glucosi .
los unidos en & (11— 4) a otra rama externa,

De este modon, deja un sblo glucosilo en la unién < (1 —>» 6)
y permite que la enzima desramificante actie (40).

Los ensayos de Brown e Illingworth (44) para separar las ac
tividades de enzima d~sra~ifi~ante y de oligoglucantransferasa no die-
ron resultado.

Ambas actividades podrfan estar contenidas por lo tanto en
una misma molécala proteica.

La ausencia de la enzima desramificante y posiblemente tam
bién de la oligoglucantransferasa, produce la glucogenosis de tipo Il ,
er. la que el glucégeno tiene la estructura ‘de una dextrina lfmite de ila
fosforilasa (45),

4. o amilasa o o¢ ], 4 glucano hidrolasa.

Hidroliza el glucégeno en dos etapas. En la primera, més rd
pida, prodice la ruptura de las cadenas exteriar es lineales [ con unio_
nes a (l—34)| , dando oligosacdridos de 4, 5 o 6 glucosilos unidos
por lo tamto en o (1— 4).

En 12 segucda etapa, la hideflisis del glucégeno residaal,
prodiure la ruptura 42 nuniones & {l—> 4) interiores dando ahora por
la *anta, fragrentos ramificados [:'-’\_n umones o€ (1 —> 6) ] (46, 47,
4R, 49).



5. § amilasa o o¢ (1--34) glucano-glucohidrolasa.

Esta enzima libera del glucégeno, residuos glucosa uno a
uno, comenzando por el extremo no reductor (50). Rosenfeld opim, que
la gamaamilolisis, podrfa ser un camino que adquiere importancia ,
cuando el organismo re quiere répida liberaci6én de glucosa a partir del
glucégeno (50).

Teniendo en cuenta el efecto glucogenol!ftico de la adrenali-
na, es interesante destacar, que la inyeccifn de esta, produce aumen
to de la ¥ amilasa.

Ademds, los misculos que tienen alta actividad de fosforila
sa, poseen baja actividad de § amilasa; mientras que otros 6rgancs co
mo el bazo y los pulmones que tienen baja actividad de fosforilasa, po
seen actividad muy alta de ¥ amilasa. (51).

En la glucogenosis de tipo II o enfermedad de Pompe, no se
encuentra ¥ amilasa, ni en higado, ni en rmidsculo, lo que demostra -

r{a la importancia de su rol fisiol6gico (52).

b) Sintesis de glucégeno.

1, UDPG : o¢ - 1,4 -glucan o¢ 1, 4 ~glucosiltransferasa (gluc6geno -
sintetasa). (GS)

Esta enzima cataliza la siguiente reaccibn:
UDPG + (G)n__—’ glucosil o< (1 ~—4) (G)n + UDP
Como se indic6 antes, la fosforilasa actda ''in vitro" sinte -
tizando o degradando glucégeno. En un principio, se le habfan asigm -
do también ambas funciones "in vivo'". Una serie de hechos hicieron du
dar de su papel sintetizador, asigndndole dicha funcién a la glucégeno

sintetasa, enzima descubierta por Leloir y Cardini en el afio 1957 (53).

Entre estos hechos pueden citarse los siguientes:

L Relacién Pi/GIP

[ a reaccibn catalizada por la fosforilasa es la siguiente:



GIP + (G) == (G)_
esa reaccibn es:

]+ Pi y la constante de equilibrio para

—[(G)n+l] [Pi]
[‘G’n] [Gu‘]

como el nimero de glucosilos terminales reactivos del gluc6geno no va
rfan antes o después de la reaccibn se puede escribir:

. [Pi]

—_ (54, 55)
[Gl

L}

K varfa con el pH, debido a los diferentes pK.del Piy dela
GIP,

Sus variaciones son:

pH 5,0 K = 10,8
pH 7 K= 3,1
pH 7, 3 K = 2,4

In vivo la relacién Pi/G1P excede en mucho los valores de
la relacién entre Pi y G1P hallados. Larner determiné que esta rela -
cién es de 75 a 100 veces mayor que la relacién del equilibrio (56), de
modo que '"in vivo'' la reaccibn ampliamente favorecida, es la de fosfo-
rolisis del glucégeno (57, 58).

II. Cambios de la energfa libre en las sintesis del gluncégeno a partir de

UDPG y de GIF.

La pérdida de energfa libre que se produce, cuando hay trans
ferencia de un glucosilo al gluc6genn, es de 3. 000 calorfas mayor cnan
do el dador de glucosilos es e! UDPG que cuando lo es el GIF (59).

Esto significa, que la transferencia de glucosa a partir de
UDPG es una reaccién termodindmicamente més favorable que la que
se produce a partir de Gl1P.

ITL Camblos de act1v1dad de la fo.sfnrllasa.

Todos aquellos procesos e levar a activacidn de la fodfo -



rilasa, con aumento de la forma a siempre producen glucogenolisis y
nunca disminucién de esta o aumento de sIntesis. As{ la adrenalina in -
yeciada '": . vivo'' aumenta los niveles de fosforilasa a (14) y aumertala
glucogerciisis, En hemidiafragmas incubados en un medio con glucosa,
donde existe sintesis neta de glucbgeno, la adicién de adrenalina trans
forma esta sintesis neta, en disminucibn del gluc6geno diafragmitico -

(60).

La estimulacién eléctrica del misculo esquelético de rata,
produce glucogenolisis y aumento de la fosforilasa (a) (27).

El agregado de fosforilasa b quinasa pura, a homogenatos
de misculo pectoral de paloma, aumenta la fosforilasa a y la glucoge-
nolisis (61).

et e o et et e e i et e, =

McArdle en 1951 (62), describib6 una enfermedad caracteri
zada por f4cil fatigabilidad, produccibén de calambres musculares y faE
ta de elevacién del lactato venoso en respuesta al ejercicio. Interpre -
t6 estos hechos como un trastorno en la conversién de glucégeno a lac-
tato.

Schmidt en 1959 (63) y Mommaerts (64) al mismo tiempo y
en diferentes pacientes, aclararon que dicha enfermedad era debida a
ausencia de fosforilasa, En la enfermedad de McArdle el glucégeno es
td aumentado y la fosfoglucomutasa, amilo 1-6 glucosidasa, fosforila -
sa b quinasa, fosfosilasa a fcsfatasa (PR enzima), glucégeno sinteta -
sa y UDPG piro-fosforilasa est4n presentes. Hay sintesis de glucége =
no sin fosforilasa. Ello sugerirfa que la fosforilasa tiene actividad de
gradativa sobre el glucégeno. -

Spencer (65) informé6 sobre la existencia de una enfermedad
por carencia de GS y que esti acompafiada por muy bajos niveles de glu
c6geno hepético e incapacidad de mantener el nivel de azdcar sangul -
neo durante el ayuno.

En conclusib6n, la presencia de fosforilasa o la activaciénde
ésta, siempre va acompaifiada de glucogenolisis o transformacién de sn
tesis neta de glucbgeno en degradacibn; nunca se produce disminucién
de glucogenolisis o aumento de sintesis de glucégeno. Las enfermedades
por carencia de fosforilasa inducen altos niveles del gluc6geno y las de
carencia de GS muy bajos niveles del polisacAarido.

Todo esto tiene como 16gica zonclusibn, que la enzima que
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interviene en la sintesis del glucégeno es la GS.

Las etapas que llevan a su conocimiento, comienzan con el
descubrimiento del UDPG como coenzima, durante el estudio de la con-
versién de Gal 1P a G1P (66, 67, 68, 69) 1los que establecieron la siguien
te estructura: -

Esta estructura ha sido confirmada por sintesis a partir de
DGIP (70, 71). '

La biosintesis de este nuclebtido azdcar es catalizada por la
UDPG pirofosforilasa (72) de acuerdo con la siguiente ecuacién:

GlP + UTP UDPG + PP

Posteriormente se han encontrado gran nimero de. nucleéti-
dos azfcares y derivados producidos por mecanismos semejantes ( 73
74), los que intervienen ‘en biosintesis en las que hay transferencia de
la fraccibn no nucleot{dica a un receptor (74). La primera evidencia de
este tipo de reaccifn, se tuvo en la biosintesis de la trehalosa (75).

Dentro de este tipo de reaccién, est4 la de formacién de nue
vas uniones o (l1—=—4) en un Pprimex" o cebo de glucégeno a partir
de UDPG (53). -

Este mecanismo de l1a bipsintesis del gluc8geno, en mamfife -
ros, se lo ha estudiado en misculo (76, 77, 78, 79), en higado (53, 80), en
corazén, bazo, rifién, pulmén (76), en cerebro (81). También se lo ha
estudiado en bacterias (82), en levadura (83), en Neurospora (59).
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En 1959 Leloir y col., observaron el efecto activador que
tenfa la G6P (76), efecto éste, general para las preparaciones deG S
de distintas especies y que varfa con el pH (59, 76, 84).

La G6P no interviene en la reaccibén (59, 76, 84), ni ac tia
protegiendo a la enzima (83).

Su efecto es disminuir el Km para el UDPG (59, 84). Algra
nati y Cabib (83) sefialaron la posibilidad de que la GS pudiera exis-
tir en dos formas interconvertibles. Una forma independiente de G6P,
la (GS (I)] » la que ya tendrfa una estructura estable con mayor afi-
nidad para UDPG. La otra forma, [ (GS (D) ] dependiente de G6P ,
necesitarfa dicha hexosa fosfato para obtener una configuracién con
mayor afinidad para el UDPG y por ende favorable para su actividad,

El grado en que una determinada preparaci6n de GS, no
precisa G6P para su actividad, estd dada por lo que llamaremos rela_

cién de independencia de G6P (R1G6) que se define como:

Actividad de GS medida en ausencia de G6P

Actividad de GS medida en presencia de G6P

Esta relaci6n dala proporcién de GS (I) que existe en una
preparacién dada.

Dicha relacién puede disminuirse por efecto de:

a) ATP - Mg™*

b) Catt
o c) Tripsina
La acci6n de ATP - Mg++sobre la GS es acelerada por
3'5' AMP y durante esta accibn se produce fosforilacién de la enzima
(85), semejante a la que se produce en la fosforilasa b, también en

ambns casos en un residuo serina (86) Esta reaccién es dependiente
de un factor proteico separable de la GS de mudsculo (87) y que deno =
minaremos; Glucbégeno-sintetasa (I) quinasa (GS (I) K) .

La conversién por iones Ca requiere también ia presencia
de un factor proteico especffico (CAF) (88): Ademis de la tripsina (89),
otras enzimas proteolfticas dan efectos semejantes como la  pepsina
y la quimotripsina {)0).

La transformacién de GS(D) a GS{I) requiere la presen-
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cia de grupos sulfidrilos con G6P o con Mg++ {59, 84).Cuandnla GS(D)
ha sido marcada con P?? por la accién de ATP marcado en el fésforo,
su transformacién en (GS(I) se acompafia de liberacién de P32 (85),

2, Enzima remificante o (1==4) glucano 6 glucosil transferasa.

A aem i mi = = ey e oy ——

Esta enzima sepaca residuos de una cadena lineal X (1« 4)
y los une a otra similar, introduciendo en esta iltima un punto de ra
mificacién en el carbono 6 del glucosilo receptor (9, 91) Figura 1.

La ramificacién se produce por transferencia de una 8ola
cadena de oligosacirido y no por transferencias sucesivas. Preferen-
temente se transfiere oligosacéridos con 7 glucosilos y el oligosaci -
rido més corto a transferir es de 6 glucosilos (92).

Objeto de los exper}_mentos indicados en ""Resultados". En raz6n del
hecho, que la fosforilasa y la glucézgeno sintetasa tienen funciones o~
puestas en el metabolismo del gluc6zeno, surgib la idea, que determi

nados factores podrfan afectar a ambas enzimas en sentido opuesto.

Estos factores servirfan de ese modo, como mecanismos
de regulacién, de dicho metabolismo,

Asf, se estudiaron los efectos sobhre la glucégeno sinteta -
sa de los factores que ya se conocfan, producfan efecto sobre la fos -
forilasa, como: la adrenalina y su int ermediario el 3'5'AMP yconma
yor amplitud el del ion calcio. -
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II PARTE EXPERIMENTAL

TECNICAS GENERALES

1. KReactivos, enzimas y materiales usados.
a) Preparacién de UDPG-

UDPG frfo

Es preparado a partir de levadura por el método de Pontis
y otros (93).

UDPG radioagtivo uniformemente marcado en la glucosa con
C u ' '

El método se basa primero en la obtencién de G6P marca -
da a partir de glucosa C# incubada con ATP y hexoquinasa El
GhP Ci# ge trata en una segunda etapa con un extracto de
Saccharomices fragills que convierte la G6P Clen G1P C14
por accifn de su fosfoglucomutasa en.presencia de glucosa 1,6
difosfato, A su vez la GLP C!* en presencia de UDPG conte -
niendo trazas de UDPGal, se convierte en UDPG C*, por ac-
cién reversible de la Galactowaldenasa (94).

La mezcla de incubacién para obtener G6P CHfue la sigden
te: 2,3 ml de Tris maleato 1,0 M pH 7,2. 1,7 ml de SO4Mg
0,1 M. 10 ml de ATP 40 M/m.l 60mg de glucosa unifor -
memente marcada de 130. 000 cpm/AM

3,3 ml de hexoquihasa 20 mg/ml. se incubd 30 minutos a
372 C, se inactivé por calor a 1002 C durante 2 minutos.

El tiempo de incubaciéii se determind previamente con un

ensayo piloto en el que se precipité la sal de bario de la G6 P
y determind glucosa por el método de Somogyi Nelson (95, 96).

El rendimiento de la incubacidn en G6P C3%ge hizo croma
tografiando una pequefia alicunta en papel Whatman y midien -
do cpm en el G6P Gl y glucosa I8,

Quedd sin fosforilar, alrededor de un 5%. La preparacién
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b)

del extracto crudo del Saccharomices fragilis se kizo segidn
Bryks (97). La mezcla de incubaciés para ohtencsr el UDPG
fue la signiente:

12 ml del primer incubado conteniendo GéP C¥*
2 ml de UDPG de 140 yM/ml.

4 ml de soluci6n de S. fragilis en la médxima d:l-, i6naqae
dio méximo rendimiento de UDPG C* ensayado en pr.:¢ba piio
to. En nuestra preparacibén se utiliz6 una dilucién de 1/3.

0, 42 ml de glucosa l, 6 difosfato 0,1 yM/ ml.

Se incubb 30 minutos a 372 C. Se detuvo la reacciér. = t1io
con 4,2 ml 4cido tricloroacético al 40%, se centrifugd 'sego,
se lavé dos veces con alcohol al 50%, se juntaron los gabre na
dantes y concentraron. Para purificar el UDPG, se io ~roma
tografié en papel Whatman 17, usando como solvente:

7, 5 etanol 96¢ - 3, 0 buffer acetato de amonio 1, 0 1.¥1 ¢ .

Versene 0, 001 M (69),las zonas de UDPG se eluyera- y se
midi8: absorcibén a 260 myp , radioactividad y f6sforc segiin

"Métodos analiticos',

Preparacién de otros reactivos, enzimas y materiales.

3'5' AMP ciclico se preparé segiin Cook y otros (100) por
hidr6lisis alcalina de ATP en Ba (OH)2

Fosforilasa b cristalina de mdsculo esquelético de rata,se
preparé segin Fischer y Krebs (101).

La DEAE celulosa se prepar$ tratindola con NaOH 1, ON
y luego lavdndola con agua destilada hasta neutralidad.

Glucosa 6 fosfato dehidrogenasa se preparé par el método
de Kornberg y r Horecker (102).

La hexoquinasa se prepar6 de acuerdo a McDonald (103).

La piruvato quinasa se prepard como la describen Leloir
y Goldemberg (104),

Los reactivos, enzimas y materialea utilizados, cuya pre-
paracién no se indica, son de origen comercial.
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2,

Métodos analiticos.

El glucégeno se determl.n6 segfin el método de Krisman
(105).

El f6sforo se determiné pbr el '"Método de Fiske y Subba -
row (98) en la siguiente forma: El f6sforo inorgénico, directa_
mente; el f8sforo 14bil, previo calentamiento en H, SO, 1, O N,
15 minutos, a 1002C, y restédndole el f8sforo morgénlco, el
fésforo total, previa mineralizaci6n en H‘SO‘ 5N.

La glucosa se dos6 segiin Somogyi (95), la glucosa libre
directamente, la glucosa 14bil, previo calentamiento en H Cl
0, 01N, diez minutos a 100? C (99) y restdndole la glucosa li=-
bre.

La medici6n del glucégeno radioactivo se hizo segin Ieloir
y otros (76).

G6P y ATP se determinaron por el método de Kornberg y
Horecker para medir G6P dehidrogenasa, con ligeras varian-
tes y en las cuales, una vez determinada la cantidad de G 6P
presente en la mezcla de reaccibn (en exceso de G6P dehidro_
genasa)por el TPNH producido, se agregé glucosa y hexoquina
sa, los que en presencia del ATP, producirén un nuevo aumen
to del TPNH proporcional a la cantidad de ATP presente.

La determinacién de Bl.:p_tefnas en homogeneizados, se la
hizo segdn el método de Kunitz y McDonald (106), En preovara-
ciones m#s purificadas se usé el método de Lowry (107, al
que se hirleron pequefias ‘'modificaciones por la presescia de
glucégeno (108) y segdn Warburg y Christiar (109) para ios ca
sos de efluentes de cromatograffas en DE‘AE celulosa y ultrae
filtraciones en gel de sephadex.

Determinacién de la actividad de gluc6geno-sintetasz,

—

Con excepcibn de los homogeneizados y las preparaciones
més purificadas ensayadas el mismo dia de la preparacién, to
das las preparaciones se preincuban en mercaptoetanal 0, 05M
durante 30 minutos a 302C, Esta incubacién permite recupe =
rar las actividades originales sin que varfe la relacibén de las
dos formas de enzima.

La co'mposini6n de la mezcla de. reaccibén para el ensayode
actividad de GS fue la siguiente:
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UDPG 0, 005 M, Buffer TRIS- HCl1 pH 7,5 0,05M. EDTA 0, 0025 M.

Glucbgeno 1%. G6P cuando se agrega en concentracién d= 0, 01M. Enzi
ma. Volumean total 0, 04 ml. Salvo indicacién en contra, ias incubacio
nes se efectian a 302 C durante 30 minutos, -

Laa reaccién se detiene por calentamiento a 1002 durante 1 mi -
auto y medio. El UDP formado, se mide con el método de la piruva-~
to quinasa (110) en el cual l1a mezcla de incubaciénr indicada arriba y
los blancos y standards que correspondan, se incuban con 0, 025 ml.
de fosfopiruvato 0, 01 M (usuaimente como sal de ciclohexilamonio en
ClK 0,4 M) y 0,025 ml de piruvato quinasa dilufda en SO Mg 0, 01 M.
Se incuba 20 minutos a 302C, se agrega luego 0,15 ml de dinitrofe -
nilkidrazina en H C1 2,0 N.

Después de 5 minutos se agregan 9,2 ml, de NaOH 1¢C Ny 1,1
ml de etanol de 952, se mezcla y certrifuga. Se mide densidad 6ptica
a 5320 m py del l{quido sobreaadante.

Cvardon la actividad se mide por incorporacién de glucosilos marca
dos al glucégeno, se usa UDPG radioactivo marcado uniformemen -
te con =M enla glucosa.

Luego de 1a incubacifn la reaccibén se detiene con 3, 9 n:l de KOH
al 33%, se calienta en bafio hirviendo 20 minutos, se de=ia eafriar, se
agrega 1, 3 ral de alcohol 962 y en bafio marfa se vuelve a caientar
hasta »bullicién incipiente, se deja enfriar, se centrifuga vy el pre-
cipitado se lava 4 veces con una solucién de alcohol al 33% saturada
=on 504 Na

El precipitado lavaedo se toma en G, 2 ml de agua, se plajaea y
cuenta.

Determinaciér de la actividad de fosforilasa b quinasa.

La composicibén de 1a mezcla de reacciédn y dercas condiciones fue
ron las que utilizaron Krebs y otros (26) con ligeras variartes,
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RESULTADOS

A) EFECTO DE LA ADRENALINA

1) E_t:ecto de la adrenalina sobre la GS eg__hemic_lj_a_._f_t'.agma de rata.

Como se ve en la tabla I, la adrenalina produjo disminucién
de 1a actividad total de la GS en hemidiafragma de rata. Ademéis de es-
ta diferencia, en las condiciones del experimento, y como ya Waalas
(60) y Cori (14) lo informaron, se observé glucogenolisis neta y aumen_
to de la fosforilasa a (111).

TABLA I

EFECTO DE ADRENALINA SOBRE PARES DE HEMIDIAFRAG-
a

MA DE RATA.
Determi- No, de —'\'\1 Cor:trol Ad'rfer.e-_' Dif, |£rrorx P (2}
nacién de males (1) lina Ne@ |Standurd
Glucégse -
rno sinte - 21 49.4 32,6 |-16,8 1.57 < 0,001
tasa tolal
i2) [
Fnsforili
sa a {3) i 0 , 245 450 +21¢C 29 << 0,091
Glv _6ge -
no {4) 4 1.56 0,51 -1,04 0,1 < 0,091
(1) Cada expzrimento 32 llevéd a2 ¢cabo con un solo arimal, incubando

un wem’diafragma cor adrenalina y ei oiro herunidiafragma  sin,
eila, como control.

(2} La probabilidad P se calculé de acuerdo con el test de Student
como lo describibd Fischer (114).

2) Mic romoles de UDPG/gr, de miscnlo fresco en 15 minutos.
: Micromoles de £65¢0:0/gr, de mas~:lo fresco en 15 minutos.
4) Mg/gr.de m¥#s20io fras-n 2n 30 mimmtos.



Pare= de hemidiafragmas de ratas ayunadas un mfnimo de 3
horas, ze incubaron 30 minutos a 370 C en medio salino segin Stadie y
Zepp (112) en Uy con y sin agregado de ISIugrs/ml. de adrenalina. Des
pués de la incubacibn, los henudiafiagmas se homogeneizaron en agua
destilada (10 voldmenes) y determiné GS total y glucbgeno (Segiin Mé -
todos), l.a fosforilasa a se deter::und se;dn el método de Cori con li -
geras modificaciones (113).

2) Accibn de! 3'5/AMP sobre la gluc6geno-sintetasa en homogena-~

tos de mﬁsc_ui;ohde rata.

Con el objeto de estudiar el mecanismo por el cual la adrex»"
nalina actda sobre el gluc6geno sintetasa (GS), se hicieron experimem
tos en los que se investigé el efecto del ATP-Mg-3'5'AMP sobre esta
enzima. Se tuvo en cuenta para ello, la forma como dichos nucleétidos
actdan sobre el sistema de la fosforilasa.

Sutherland y col. (58) demostraron que el 3'5'AMP es el in -
termediario del efecto de adrenalina, sobre la fosforilasa. Como seve
en la tabla II el 3'5'AMP también actda sobre la GS total, disminuyén -
dola enla misma forma que lo hace la adrenalina.

TABLA II

ACCION D1 3'5'AMP CICILICO SOBRE LA GS

Mezcla de incubacién | GS cpm | Fosforilasa yM de f6sforo inorg.

Sistema completo 197 1, 89
Manos 3'5'AMP 267 0, 36
Menos

ATP-NMg-3'5'" AMF 360 9, 09

———

5¢ rpata una rata alimentada '""ad libitum!, anestesiidndola con
Nem*:ursi y desangréndnla per la yugalar, se torna el nudsculo de las pa
tas traseras y se lo hornogeneiza en una licuadora, con 2 volimenes de
agua {ria, se ceuntrifuga a 4. 000 g. y el sobrenadante se usa como fuen
te de enzina. -

El sisterna comrpleto de incubacién contiene:Buffer glicerofos
fato-Tris 50 M pH 6, 8, cistefna neutra 3 mM; AT 3, 6 mM, acetato &
Mg 1,2 rcM, 3'5'4MP 0,5 My 0,1 ml de extracto de midsculo, en un
volumen totai de J, 25 mi. Tespués de 5 minutos de incubacién a 30 C
se agregh 2 voidrmenes de una solucién (pH 6, 8; conteniendo glicerotfos-
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fato de sodio 0, 04M, EDTA 0, 04M y cistefna neutralizada 0, 03M.Se to-
maron inmediatamente alfcuotas de la mezcla para la determinaciénde
las actividades enziméticas.

Glucbgeno sintetasa se midié en presencia de G6P incubando
UDPG, C marcada en la glucosa con 8. 000 cpm. en cada mezcla de
ensayo de actividad, en las condiciones descriptas en '""Métodos Anal{-
ticos'',

El glucbégeno se precipité luego con etanol, se lavé y conté.
La fosforilasa se determiné por el método de Cori con ligeras modifi -
caciones. (113)

B) EFECTOS SOBRE GS PARCIALMENTE PURIFICADA:
PRECIPITADO ACIDO "PA'.

Para estudiar distintos efectos sobre la GS en preparados
més purificados que un simple homogeneizado, se purificé dicha enzi-
ma baséndose en el método descripto por Leloir y otros (76)y por
Krebs y otros en la preparacién de la fosforilasa b quinasa rF(b)K
(25).

1) Preparacién del precipitado 4cido de mds~ulo esjuelérico dera-
ta ""PA", T

Ratas de 150 a 200 gr. de peso alimentadas "'ad libitum'", se
mataron por decapitacién y luego se las dej6 desangrar. Las operacio_
nes siguientes se efectuaron en el cuarto frio entre 0 y 4° C.. Los mis-
culos de las patas traseras se homogeneizaron durante 1 minuto enu-
na licuadora con EDTA 0, 004 M, NaQOH 0, 004 M (500 ml. por cada 100
gra. de tejido). El homogeneizado se centrifizgé darante 20 minutos a
4, 000 g y al sobrenadante se 1o pasé a través de lana de vidrio,para se
parar las partfculas de grasa. Luego se agreg6 lentamente y coa agi -
tacién, 4cido acético 1, 0 N para bajar el pH dei extracto, desde su va-
lor original 7, 0 hasta 5, 2.

Se form®6 un precipitado liviano, que se recogié por centri -
fugacién a 8.000 g durante 20 minutos. Este precipitado se resuspen -
dié en buffer glicerofosfato de sodio (GF') 0,05 M -EDTA 0,002M ( 50
ml. cada 100 g de tejido original) con la ayuda de un homoneizador Pot
ter. Esta suspensién se ajust6 a pH 7,0; se la volvié a centrifugar du -
rante 10 minutos a 15. 000 g, para separar la protefna desnaturalizada.

Esta preparacién se mantuvo en la congeladora durante va -

rios dfas (congeldndola y descongeldndola varias veces durante ese
tiempo); se formé6 un precipitado que se separé por centrifugacién a ba
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ja velocidad, sin que se afectase la actividad GS del sobrenadante.

Esta preparacién que denominaremos ""PA'", contiene usual -
mente alrededor de 4,5 mgrs de protefna por ml; una unidad de activi <
dad de GS/ml, con una relacién de independencia de G6P (RIG6) entre
0,60 y 0, 80 y 520 unidades de fosforilasa b quinasa por ml, con unare
lacibn entre 0,1 y 0,2 ml. respecto a la actividad determinada a pH 6, 8
y a 8,2. Esta preparacién fue discretamente estable. A -20°C, en un
mes suele perder alrededor de 30% de actividad, siendo este valor bas
tante variable. En los experimentos en que no se indica cantidad de ' PA"
utilizada, ésta fue de 5 a 10}41 y en las diluciones apropiadas de modo
que las DO producidas por las reacciones de color, permiten buenaslec
turas.

2) Efecto del ATP-Mgtt-3'5'AMP y del Cattsobre el precipitado
4cido "PA",

Como se ve en la tabla IIl, en preparaciones parcialmente pu
rificadas de GS, como lo es el '"PA'", el agregado de ATP-Mgtt- 3' 5
AMP no afecta a la activi dad total; es decir, desaparece el efecto inac
tivador sobre la GS medida en presencia de G6P. Pero en cambio se oE
serva una disminucién de la GS(I) con la consecuente disminucién del
RIG6.

Por otro lado, sobre este tipo de preparacién, se obtuvie-
ron efectos del ién Calcio, semejantes a los del ATP-Mg‘H' 3I'S'AMP .
Estos experimentos con Catt fueron sugeridos por los trabajos d Krebs
y otros (25) enlos que el Catt actia en forma semejante al ATP -
Mgtt-3'5'AMP sobre la F(b)K y por ende sobre la fosforilasa.

De vez en cuando se obtuvieron preparaciones de '""PA" enlas
cuales los efectos de Catt y del ATP fueron menos netos, o uno de es -
tos efectos fue inucho iim4s neto que el otro; pero en todos los casos
se observé disminucién del RIG6.

En cierto nimero de preparaciones, se observé un consisten
te aumento de la actividad total de GS por accién del Catt de hasta un
20%, pero lo habitual fue un aumento menor del 10%, aunque sumamen-
te reproducible.
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TABLA 111

EFECTO DEL ATP-Mg-3'5'AMP vy del Cattsobre 1a GS en "PA"

Densidad 6ptica a 520 m

Incubacién con
-G6P +G6P RIG6

HyO 0.25 | 0,40 | 0,625
ATP-Mg-3'6'AMP | 0.04 | 0,37 | 0,11
Catt 0.07 | 0,43 [.0,16

La preparacién enziméitica de GS es una de "PA" preparada
como se indica en el texto. Este experimento se hace en etapas.

En la la. el "PA" se preincuba con mercaptoetanol 0, 05Mdu-
rante 37 minutos a 309 C.

En la 2a. se hacen las incubaciones con los compuestos indi -
cados en la tabla de la siguiente manera:

a) Hg O:Buffer glicerofosfato de sodio 0, 04M pH 7,2 y "PA'" de la la.e-
tapa.

b) ATP-Mgtt. 3'5tAMP: Buffer TRIS 0, 04M pH 7,5. ATP 0, 0018 M; ace-
tato de magnesio 0, 006M; 3'5'AMP 10-M y "PA'" de la primera eta-

pa.

c) Catt:Buffer glicerofosfato 0, 04M pH 7, 2. Clg Ca 0, 007TM y "PA" de la
primera etapa.

Volumen final 0, 05ml. Las incubaciones fueron efectuadas a
30°C durante 5 minutos.

ILas reacciones se detuvieron con 0, 01 ml. de EDTA 0,15 My

frfo; se diluyp con glicerofosfato (GF) 0,01M pH 7,0 y se ensay6 acti -
vidad de GS segin se indic6 en métodos.
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C) CONVERSION DE LA GS(I) A GS(D) POR EFECTO DEL Ca++

EN PREPARACION '"PA" - PROPIEDADES

1) Autenticidad de 1a convers16n de la GS S por la accién del Catt.

Friedman y Larner (85) informaron, que la convecsién de la
GS!I) por ATP-Mgtt, consiste en una fosforilacién de la GS(I). Comnoa
dem4s 1a G6P por un lado activa la transformacién inversa de GS(D) a
GS5{1) (59), y por otro interviene como activador de la GS(D)en la mez-
cla de ensayo de actividad total 'de GS, se crey6 conveniente por lo tan
to determinar las concentraciones de ATP y de G6P en el 'PA" nruba
do <on y sin Catt.

Por 1o que se ve en la tabla IV, los valores de ATP yde G6HP
hallados po: el métodn de Kornbery y Horecker (102) son muy bajos vy
{03 vaiores corresnondientes de densidad optica a 340 m;  estuvieron
casi en el lfmite de sensibilidad del aparato. (Espectro fotémetro Beck
man Dil).

Ademas, el efecto del calrio sobre la GS fue el mismo;ya se
midiera directamente la actividad de GS de la mezcla de reaccién, o
pr e< ipitdndola previamente con SO4 (NH4)g ; ya se midiera por el UDP
liberado o por la radioactividad incorporada al glucbégeno a partir de
UDPG G-" marcado en la glucosa.

El efecto del Cat+ no es debido, por lo tanto, ni a la dismi=
ancién del G6P endbgeno, ni a la reaccibén con ATP,
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TABILA IV

AUTENTICIDAD DE LA CONVERSION DE LA GS POR ACCION

DEL Cat+ .
Condiciones UUnidades GS Concentracién M en el
de Fnsayo | +G6P «G6P RIG6 nPAN
conversién G6P ATP
UDP 1,07 6,77 | 0,72
4
A.Control | UDHS)| 1,10 0,73 | 0,66 1.1x10-5 7x10- "
c 1,03 0,73 | 0,71
upP [ 1.23 0,30 | @24
B. Cat++ UDPS)| 1,40 0,32 | 0,23 1.1x10- 8 3,5%x10° 7
c-* 1,13 0,27 | 0,24

La mezcla de incubacién de la reaccibén de conversién contie-
ne: enzima de "PA" preincubada con marcaptoetanol como se indica en
la tabla III, “offer glicerofosfato 0,04 M pH 7,2. La serie (A) se com -
pleta volumen con agua; la serie B tiene ademés ClpCa 0,007 M..

Volumen total 0,15 ml. Se incuba a 30°C durante 5 minutos,

Para las determinaciones de actividad enzim&tica se toman a
1fcuotas de 0, 02 ml y se colocan: los de la serie A sobre buffer TRIS -
0,05 MpH 7,5 EDTA 0,01My Cl2Ca 0, 005M, ylos dela serie B con
buffer TRIS y EDTA solamente. Estas alfcuotas con reacciones deteni -
das se utilizan directarnente para ensayar GS por el método del UDP o
radioactivo, con o sin GOP en cada caso, de acuerdo a lo descripto en
métodos.

"
Los resultados de la lfhea(S)corresponden a alfcuotas a las
cuales se les agregd sulfato de amonio a ana concentracién final de 50%.

IL.a GS precipitada que s+ vltiéne centrifugando a 10. 000 x g
durante 2 minuates, se res..stende -0 wiier glicerolosiato 0, 04M pH7, 5,
EDTA 9,001M y se mide .+ sctividar d¢ US 4= 2a¢cuerdo a (¢ indicado pa-

2]

ra e} ensayo directo,




Las determinaciones del contenido de ATP y G6F se efectua
ron con los restos de las fracciones A y B , se calentaron en bafio
marfa 2 minutos a 100©C; se centrifugaron a 3000 x g y los sobrena -
dantes se diluyeron al medio con TRIS 0,02M pH 9,0. El G6P y el
ATP se determinaron por el método de Kornberg y Horecker {102) con
algunas modificaciones.

Mezcla de incubacién para la determinacidn de G6P: Buffer
TRI1S 0, 04M pH 8,2. ClaMg 0,015M. TPN 0, 03 umoles /ml; G6P
dehidrogenasa; sobrenadante de incubado con y sin Cat++, calentado a
100°C 2 minutos y centrifugado.

Volumen total: 0,4 ml. La reaccién se inicia con el agrega
do de G6P dehidrogenasa,

La diferencia de lectura a 340 myu nos permite deducir el
contenido de G6P. Una vez estabilizada la DO por consumo de todo la
G6P, agregamos hexoquinasa y glucosa a una concentracién final de
0, 4AM/m1. El nuevo incremento de lectura a 340 m . nos permite
conorer la concentracién de ATP.

2) Especificidad del efecto de Cat+.

Se ensay6 la efectividad de otros cationes divalentes como
Sr++, Bat++, Cot+, Mg++,y Znt+ en comparacién con Cat+t. Como se
ve en la tabla V, los cationes alcalinos térreos Sr++ y Ba++ son los
que produjeron conversién de GS independiente de G6P GS(I) c'a: 1la
forma dependieante GS(D).



TABLA V

ESPECIFICIDAD DEL EFECTO DE Ca+t+.

Catién Tiempo de . Actividad de GS | % del
agregado incubacién DO ef ecto
Minutos -G6P +G6P| RIG6 | de Cat+t

H,0 0 0,17 | 0,25 |0,68

. 5 0,155 | 0,24 |o0,65

Cat++ 0 0,165 0,265 |0, 64
5 0, 06 0,29 (0,206 100

Sr++ 0 0,165 | 0,27 |0, 605

5 0,07 | 0,29 |0,24 87

Bat++ 0 0,17 0,275 10, 60
5 0, 145 0,28 @52 14

Mg+t 0 0,165 | 0,255/0,65
5 0,155 0,255(0, 60 3

Mnt+ 0 0,20 @ 3050, 65
5 0,165 0,245 | @, 67 -

Znt+ 0 0,13 0,22 _0, 59
5 0,125 0,225]0,56 -

Cot+ ) 0,095 | 0,16 {0,59

5 0, 03 0,045 |0, 67

Mezcla de incubacién: Buffer GF 0, 033M pH 6, 7.

Cloruro de catién correspondiénte 0, 2ZM_ "PA",

Volumen total: 0, 03 ml. Incubado a 30°C durante 5 minutos.

La reaccién se detuvo con 0,12 ml de TRISO0,1M pH 7,5

EDTA 0, 01 M.

Se tomaron alfcuotas para la determinacién de la actividad de

GS segin se indica en métndns,
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3) Variacién de la actividad de lajluc6gen6-sint-etasa en funcibén

del tiemRo.

Cuando se incub$ un "PA'" a distihtos tiempos, se observé
que la actividad de GS medido en presencia de G6P no vari6 mayormen-
te, mientras que la medida en su ausencia, lo hizo marcadamente, de
tal modo, que el RIG6 cay6 de 0, 82 a 0,27 como se ve en el gréfico 1.

4) Efecto de diferentes agentes complejantes.

Se probd el efecto sobre la mezcla de conversién de ‘GS por
Ca++, de diferentes quelantes a distintas concentraciones. Ademés de
EDTA, usado habitualmente para dichas conversiones de GS, se prob6
EGTA Etilen bis (oxietilene nitrilo tetraacético) y ETA.

Las variaciones de la concentracién de complejantes por en -
cima de la concentracién de Ca++ no producen mayor variacién en el
RIG6 resultante, Gréafico 2.

Los quelantes probados directamente sobre la GS del "PA'sin

Cat++, no!producen ningidn efecto.

5) Variacién en funcién del pH.

El pH 6ptimo para esta conversitm es 7,2 (Gréfico 3).

6) Variacién en funcién de la concentracién de Cat++.

Como se ve en el gréfico 4, esta reaccibén de conversién,lle -
ga al mé4ximo a concentraciones de Cat++ arriba de 10~IM.,

D) SEPARACION Y PROPIEDADES DE UN FACTOR PROTEICO
INDISPENSABLE PARA OBTENER EFECTO DE Cat+ SOBRE
1A GLUCOGENO SINTETASA.

I a semejanza de los efectos del Cat+ sobre la GS yla F(b) K
(27) me indujeron a la bisqueda de un factor proteico similar al que ac-
tia sobre dicha F(b)K. Para ello se preparé una GS sobre la cual el Cat++
no tiene efecto., Ademés se obtuvo una solucién proteica (CAF)gg 8in
actividad de GS, que agregada a 'a GS anterior le permitié volver a pro
ducir conversién por Catr.



Grédfico 1.

ACTIVIDAD DE GS
(m unidades)

VARIACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOGENO-SINTE-

TASA EN FUNCION, DEIL TIEMPO, POR EFECTO DEL Ca"

40
MINUTOS

o0
o0
—0

RELACION DE INDEPENDENCIA

Mezcla de incubacién: Buffer
GF 0,05M pH 7,15 "PA" Ca Cl,,
0, 007M ’
Volumen total:0, 05 ml. Tempera
tura de incubacién 30¢C.. A los
distintos tiempos se detuvieron
las mezclas correspondientes can
0,01 ml. de EDTA 0,15 M y lue
go se ensay6 GS segin se indi-
c6 en métodos. La flecha indica
el tiempo utilizado en el ensayo
standard de conversién por &

Adividad de GS medida en presencia de G6P.
Actividad de GS medida en ausencia de G6P.
Relacibn de independencia de G6P (RIG6).

Gréifico 2. EFECTO DE COMPLEJANTES SOBRE EL EFECTODEL Ca'",

ACTIVIDAD GLUCOGENO SINTETASA (0O)
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CONCENTRACION DE COMPLEJANTE
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Mezcla de incubacién: Buffer GF 0,03 M
pH 7,0Clk Ca 0,02 M.

Complejante a'la concentracién indica-
llPAll.

Volumeén total: 0, 03 ml.

Se incubé 5 minutos a 30°C. La reaccié n
se detuvo con 0, 03 ml. de Buffer Tris
0,05M pH 7,5 - EDTA 0, 04M.

Las adtividades de GS se determinaron @
mo se indicé en métodos. -

da.

Actividad GS sin G6P.

a——4 Actividad GS con G6P.
0——0 RIGS.
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Gréifico 3. CURVA DE CONVERSION DE GS POR Ca' T A DIFERENTES

PH:
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o
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o

o
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Mezcla de reacci6n: Buffer Tris y GF
juntos, y ambos a una concentracién de
0, 05M ajustando el pH con H Cl. Cl, Ca
0, 005 M, "PA",

Volumen total: 0,1 ml.

Incubados 5 minutos a 30°C.

Las conversiones se detuvieron en fr{o
con mezcla de EDTA 0,007 M y Buffer
Tris y GF de la misma concentracién a
la utilizada y a un pH conveniente,d mo
do que el pH final oscile alrededor de
7, 5.

Las determinaciones de actividades GS
se llevaron a cabo como se indic6 en'' Mg
todos'',

12)5

Gréfico 4. DEPENDENCIA DE LA REACCION DE CONVERSION (ON L A

CONCENTRACION DE Ca'",

CAMBIO EN LA RELACION
DE INDEPENDENCIA

o s . * . -
o 1 2 3 45
CONCENTRACION DE CALCIO

(mM)

Una fraccién de "PA" se dializ6 contra
GF 0, 05M pH 6, 8 durante 12 horas, pa-
ra remover el EDTA. Mezcla de reac-
ci6én:GF 0, 0O5M pH 7,15 - "PA"-Cl 2 Ca
a la concentracién indicada. Volumen to
tal: 0, 05 ml. Incubado 5 minutos a 30°C.
La reaccién se detuvo con 0, 05 ml., de
EDTA 0, 1M.

El ensayo de la actividad GS se llevé a
cabo como se indicé en '""Métodos".

30



1) Preparacién de CAF5g y de glucégeno sintetasa libre de CAF g

- —

50 ml de "PA" preparada segin se indic6 anterio~-mente, se
llevaron a 0, 1M de concentracién de CiNa y se centrifugé luego, duran -
te 3 horas a 105. 000 g (ultracentrifuga preparativa Spinco. Modelo L.Ca
hezal 40 - 49. 000 rpm). El '"pellet" obtenido (40 :») separado del sobre -
nadante (40 S}, se resuspendib§ en 1C m] de ClNa 0, IM-GF 0, 05 M-EDTA
0, 092M pH 7, 0 en un homogeneizador Fotter. El resuspendido se volvib
a centrifugar a 105. 000 g; este 20. pellet se resuspendib en ¢ ml de GF
0.05M,EDTA 0, 00IM pH 7,0 /40 P); la actividad de GS presente en es'a
preparacién no sufrib el efecto del Ca++. Zi adn retuvo algo Je dicho e-
fecto, se volvib a centrifugar por 3a. vez, en las mismas condiciones
que en la centrifugacién anterior. El preparado fina' (40 P) contenfa
generalmente, poco més de la mitad de la actividad de GS original. EIl
~ontenidn Je protefna oscilé alrededor de 10 mgrs sor ml. En los expe -
rimentos en que no se indica cantidad utilizada de 40P, éste fue del vo -
limen y dilucibn apropiada, de modo que ias DC que dieran las reaccio
nes de coio>* nermitieran =er s = lacsto -

A partir del subroeradante e la primera centiifugacién a
105.033 2 (1) se obtuvo una fraccibn libre de G5 y que es capaz de res-
taurarle a 4Ci?, la raracidad de conversién de la GS por el Ca++, Para
ello se volvi6 a centrifugar el 51 a 1€5.000g durante 3 horas. El segun -
do sobrenadante 711 se tratf con %04 (NH), al 50% de saturaciébn en wun
medio 2on GF 0, 25:4-ZL TA 0, 005M-2 :aercaptoctanol 0, 35M pH 7, 0; se
centrifuzb a 12. 000z, el sobrenadante se llevé luego al 7G% de satura -
cién en SO4 (INH4) , haciendo esta segunda ;reci:itacién dentro de una
bolsa de didlisis, cerrada en un extremo.

La bolsa de didlisis con su contenido se centrifugé a 12. 000g,
se decant6 el sobrenadante y se sacé la bolsa con el precipitado de i
sulfoamonio de! tubo de centrffuga; luego se dejé escurrir el sobrenadan
te lo m4s comnletamente posible y se cerr6 la bolsa con 1n nudo cerca
del! precipitado, '.a bolsa con su contenido se dialigé priraero 3 horas
contra GF C, 05M-EDTA 0, 004M-2 mercaptoetanol 0, 05M pH 7, 0; luego
contra GF 0, 01M-EDTA 0, 001M-2 mercaptoetanol 0,01 plH 7,0 durante
toda la noche. Esta fraccién (40S) estaba libre de GS y contenfa la capa-
cidad restauradora del efecto del i6én calcio en la GS del 40P,

A su vez el preparado 40P, cuya GS tenfa una relacién de in -
dependencia de G6P de alrededor de 65%, me sirvié como fuente de Gq1I)
libre de factor de Ca++. Esta GS(I) la utilicé, por lo tanto, como sustra
to apropiado para estudiar la accibén dcl factor restaurador del efecto
del Ca++ contenido en el preparadv 40° y al que llamaremos CAFgg -El
contenido proteico oscil6 entre 2 y 5 mg/ml.
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Una vez obtenida una preparacién de CAF (40S), se la titula
como estd indicado en el gréfico 5, para conocer la dilucién que hay que
usar de una partida dada.

2) Respuestas de '""PA!" y 40P a la accién de ATP-Mgt++-3'5'AMP,

Catt y 40S.

Segin se ve en el gréfico 6, la conversién de GS(I) a GS(D) re
quirié la presencia de la fraccién 40S, aunque no fue necésaria dicha
fraccién para un efecto similar por el ATP-Mg++. Este dltimo efecto fue
estimulado ademds por 3'5'AMP. El nucleétido ciclico, por otra parte,
no fue eficaz en la mezcla de reaccién en la cual se estudia el efecto del
Cat+, ni como reemplazante de la fraccién 40S, ni como activador del
Catt,

Por otra parte, la fraccién 40S calentada 2 minutos a 100°C,
fue ineficaz en la conversibn por el Ca++, de la GS(I) contenida en 40P,
Esto dltimo indicarfa que el factor de conversifn que interviene en el
efecto del Catt sobre la GS(I) contenido en 40S es termoscensible, Aes -
te facter se le denomifi6 CAFgg . La preparacién 40S también conte -
nfa . factor indispensable para transformar la F(b)K "inactivada'" en
F(blK Nactjvada' por el Cat++, KAF de Mayer (115). A este dltimo fac-
tor, por analogfa con el que interviene en la transformacién de GS (I) ,
sg lo depominé CAFpk -

3) Efectos del ATP-Mg++ 3'5'AMP y del Cat+ sobre preparaciones
libres, ya sea de CAF o de "GS(I)K'.

Los experimentos anteriores, indicarfan que los efectos del
Catt y del ATP-Mgt+t+ ~-3'5'AMP son independientes, ya que se han ob -
tenido preparaciones insensibles a la accién del Cat++ y sensibles a la
del A'TP-Mgt++-3'5'AMP (Gréfico 6). Para obtener una preparacién sen
slble a la accidn del Cat+t e insensible a la del ATP-Mg++ se utilizé una
GS pr2porada scgin Appleman y colaboradores (87)* insensible a la ac -
cifn dei Cat+ y del ATP-Mgt++, a la cual se le agregé 40S (CAF),

Esta preparacién consisti6 en un ""PA'"' concentrado con -
8O 4 (NH,)2 y pasada luego por DEAE celulosa y Amberlita XE64. En es
ta preparaciénla GS se separb de un factor proteico, paosiblemente en-
zimé4tico, responsable del efecto ATP-Mg++3'5'AMP, una probable Glu
cégeno-gintetasa [ quinasa [GS(I)K y por lo que se ve en la tabla VI
también del CAFGS .

* preparada por L. Birbaamer.
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Gréfico 5. DEPENDENCIA DE IA REACCION DE CONVERSION POR Ca'™*

EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE CAF
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La mezcla de reaccibénmra el ensayo del
factor de Ca (CAF)gg enla conversién
GS (I) a GS (D), fue la siguiente: Buffer
GF 0, 04M pH 7, 15. C12Ca 0,007 M40 P
GS (I). 40S CAF en cantidades variables,

segin se indica en el gréfico. Volumen
total: 0, 05 ml, La incubacién se llevé
a cabo a 309C durante 5 minutos.

La reaccién se detuvo con 0,01 ml deE
DTA 0,15M a pH 7, 0.

Se determiné luego actividad de GS se-
gdn se indicé en '"Métodos!"',

La unidad de actividad de CAF g sede-
fine como la cantidad que produce unin_
cremento de 0, 01 en la relacién de in -
dependencia (RIG6) de la GS.

Gréfico 6. SEPARACION DE LA GS Y DEL FACTOR REQUERIDO PARA

LLA CONVERSION DE LLA GS POR Ca**t

Las fracciones:"PA'", 40P y 40S se prepararon segdin se indi -

c6 anteriormente,

KS4OS se prepard calentando 40S durante 2 minutos a 100°C, -
centrifugando 5 minutos a 5. 000g y el sobrenadante de esta centrifugacién
es lo que utilizamos como Kg 408S.

Los reactiv os para estudiar las reacciones de conversi6n,cua2
do se usaron, fueron: Cl,Ca 7xl 0-3M, Acetato de magnesio 6x1 0-3 M,

ATP 1,8x 10-3M, 3'5' AMP
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condiciones de incubacién
son las mismas que se usa
ron en el experimento del
gréfico 5.

La altura total de las larras
indica actividad en presen-
cia de G6P. Las barras ne-
gras indican actividad en
ausencia de G6P.

ry Q.
O

‘:.i E § Los nimeros encima delas
S - . .
3R barras indican los RIG6 re
S b3 sultantes.

a

<



COMPORTAMIENTO DE GS LIBRE DE GS(I)K.

Actividad GS.DO
Mezcla de conversi6n -G6P +G6P RIG6
GS 0,28 0, 55 0, 51
GS + Cat+ 0,275 0, 55 0,50
GS+ ATP-Mg++ 0,295 0,57 | 0,52
GStATP-Mg++-3'5°"AMP 0,285 0, 57 0,50
GS+ €at++ + CAF 0,20 0, 67 0,30

Cuando se usaron, la concentracién de los reactivos fue la
siguiente;

Buffer GF 0, 05M pH 7,3. ATP 0, 001 8M. Acetato de magnesio

0, 006M., 5
3'5'AMP ciclico 10" M. Clz Cz 9, 007M. CAF en cantidad saturan
te.

GS, preparacibén hecha segdn Appleman y colaboradores (87).
Volumen total: 0, 05 ml.

Se incubb 6 minutos a 30°C,

La reaccién se detuvo per agregado de 0, 01ml. de EDTA 0, 15M.
El ensayo de GS se hizo segin se indic6 en Métodos.

4) Cinética.

_ Como se ve en el Gréifico Nro. 5, la actividad es proporcional
a la concentracibén de CAFgg presente en la reaccién.

Las determinaciones del pH 6ptimo y concentracién de Cat++
en el siste:sa con CAFGgg ., repiti6 los mismos datos que los hechos con
IIPAII.

Resprcto 2 '3 rariacifn en la convzrsifa de GS por el Catt y
el CAT or funcibn 2= tiempo de incubaciébr, 2! tipo d4e curva es seme -
jante a ia cbtewids ~n "TAY, 56i0 gue el tierry ea llegar al maximo



¢fecto varfa con la concentracién de CAF (40S).

£) Efecto de Catt en midsculo esquelético de conejo.

Beaccién cruzada con CAF y GS de distintas especies.

En la preparacién de G5 de miisculo esquelético de conejo, li-
bre de CAFgg ¥ CAFGS libre de GS de conejo, se siguib el modelo de
preparacién utilizado para las preparaciones de rata ya indicadas. Para
los métodos de ensayo de CAF5g de conejo, se siguieron aquellos indi
cados ya para los de rata. Como se indica en la tabla VII, los resalta -
dos son equiparables a los observacdos en preparados de rata. Por otra
parte, el CAFGg (40S) de conejo actub sobre la GS de rata y 1o mismo el
CAFgg de rata sobre GS.de conejo.

TABLA VII

EFECTO DE Cat+ ENUNA REACCION CRUZADA.

La mezcla de incubacién es la indicada en el gréafico 5.

Las preparaciones de CAF de conejo y de rata fueron titula -
das, para su efecto de conversibn, sobre las respectivas GS. En los exe
perimentos indicados, se usé la minima concentracién de CAF necesa »
ria para un m&ximo efecto sobre las respectivas GS.

Fuente Factores agregados en | Actividad de GS
de GS mezcla de conversibn naQ RIG6
-G6P +GoP
40P Cat¥ 0,265 0, 52 0,51
de Cat++ +40S de rata 0,155 0, 64 0,24
rata Cat++ +40S de conejo 0,165 0, 595 0,28
[ w0p | car o s Tore | ee
de Cat++ +40S de conejo 0,24 0, 70 0, 34 f
conejo Cat++ +40S de rata 0,22 0,74 0, 30
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6) Inhibidores de la reaccién GS-Cat++ CAF,

a) Inhibicién por sobrenadante de pH (SpH).

Mayer (115) indic6 la presencia de inhibidores tisulares para
el efecto de Cat+t+ sobre la F(b)K. En el sobrenadante que queda de lapre
cipitacién a pH 5,2, enla preparacién de '""PA", se encuentra también e
fecto inhibidor de la reaccidn GS=Cat+=CAF, B

Como se ve en la tabla VIII, la presencia de este sobrenadan

te sin calentar en la mezcla de conversién, inhibe el efecto del Cat+ -
CAF sobre la GS,

TABLA VIII

EFECTO INHIBIDOR DEL SOBRENADANTE DE pH (SpH).

Actividad de GS. DO

Mezcla  de —G6p | +G6P |RIG6
conversién

GS + CAF 0, 415 0,565 )0, 72
GS + CAF + Cat++ 0,18 . 0,66 0,27

GS+ CAF+ Cat+ 4+ | 0,13 0,58 |0,225
Kochsaft de SpH
GSt+CAF+Cat+ +SpH 0, 37 0,63 |0,59

Como inhibidor se us8 sobrenadante de la precipitacién del
"PA'" a pH 5,2. Este sobrenadante se llev6 a pH 7,0 con NaOH Ny co- -
mo tal se usé en la siguiente mezcla de incubacién:

Buffer GF 0,06M pH 7, 1. ClzCa 0, 02M., CAF en cantidad satu =
rante,

40P. Q01 ml de SpH.

Volumen total: 0, 035 ml. Se incubé 6 minutos a 30°C.

La reaccién se detuvo en frfo con 0, 05 ml de EDTA 0, 025M.

La actividad de GS se determiné como se indica en Métodos.
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Para evitar la posible accién de cofactores de bajo peso mo-

lecular y poder usarlo m4s concentrado, en razén de su termosensibi -
lidad, se pensé que podrfa ser precipitable con SO4 (NH 4 )9

Se usaron 3 animales de 80 gm cada uno, con los cuales se
prepar$ precipitado '"PA" por el método ya indicado, hasta la precipi -
tacién a pH 5, 1; al sobrenadante de dicha precipitacién, se lo lleva nue
vamente a pH 7, 0 con NaOH N; 360 ml. de sobrenadante se los trat6con
186 gm de SO4 (NH 4 )gsélido y 2 ml de amonfaco concentrado;se cen -
trifugé 20 minutos a 8. 500 rpm en la centrffuga Internacional HR1, ca -
bezal 858,

: El precipitado se dializé 90 minutos contra Buffer GF 0,015M
pH 7,1 y luego 75 minutos contra Buffer GF 0, 015M pH 7, 1. ET conte -
nido de la bolsa de diilisis se llevé luego a 30 ml con GF 0, 015M pH
7, 0. Esta preparacién neutraliz§ el efecto de Cat+-CAF en forma pro-
porcional a la cantidad agregada, como se ve en el gréfico 7.

b) Efecto inhibidor del zinc.

El zinc tiéne efecto inhibidor sobre hlgunas enzimas del ci -
clo del glucégeno, efecto que es eliminado por accién de la insulina -
(116); tiene también accibn poterniciadora del acoplamiento excitacién -
cont raccién muscular (117) y produce un potente efecto de relajacién 8o
bre las fibras musculares (118).

Estos hechos nos indujeron a probar su efecto sobrela GS y
sobre la reaccién de conversién de la GS por Gat++ - CAF,

Como se observa en la Tabla IX, el efecto inhibidor de este
catién sobre la rea;ci6n de conversifn es bien claro.
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TABLA IX

— et Qo D e St et e

EFECTO INHIBIDOR DEL ZINC SOBRE LA REACCION DE
CONVERSION DE GS POR Catt+ - CAF.

Contenido de la mezcla de Actividad GS
conversién DO

-G6P | +G6P | RIG6

GS " 0,30 0, 47 0, 645
GS+ 2Zn10-%M 0, 31 0, 48 0, 65
GS + Ca++ 0,28 0,435 | 0, 65
GS + Cat+ + CAF 0,14 0, 39 0, 36
GS + Cat+ + CAF + Znl07% M, 0,335 | 0,48 0,70
GS+ Cat+ + CAF + Zn5 x 10-“M 0,345 | 0,45 0, 71
GS + Catt + CAF + Znl x 10-4M 0,305 | 0,455 | 0,67
GS+ Cat++ + CAF + Znl x 10-5M 0,15 -| 0,40 | o, 38

Mezcla de incubacidn de la reaccibén de conversibn:
GF 0, 05M pH 7,15, ClgaCa 0,007M. CAF en cantidad saturante.
40P, CIZZn en las concentraciones indicadas. Volumen total: 0, 04 ml.

Se incuba 5 minutos a 30°C, se detiene la reaccién en frio
con 0, 01 ml de EDTA 0,15 M y se ensaya GS sezin métodos.

Por otra parte, el zinc no afecta directamente la aciividad
de GS.

Para estudar si el zinc actda impidiendo la reaccién de con -
versién de GS (I) a GS (D) o lo hace originando la transformacién in -
versa GS (D) a GS (I), se lo hizo actuar sobre la GS (D) ya producida
por el Ca++ - CAF,

Por lo que se ve en la tabla X, su accién es impedir la con~
versi6n GS (I) a GS (D) y no revertirla.
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CARACTERISTICAS DE LA ACCION DEL ZINC SOBRE LA
CONVERSION DE GS POR Catt+ - CAF .

Actividad GS
Condiciones de la DO
mezcla de conversién -G6P +G6P RIGH
l- GS, Cat+ 5 minutos 0,28 0,435 0,65
2- GS, Cat++, CAF 5
minutos 0,13 0,39 0,33
3- GS, Cat++, CAF, Zntt
5 minutos 0, 335 0,48 0,70
4- GS, Cat+, CAF 5 minue-
tos luego Zn++ 0 minuto 0,135 0, 39 0, 345
5« GS, Cat+, CAF 5 minu-
tos luego Znt+ 5 minutos 0,125 0,32 0,39

Las condiciones de incubacién fueron las mismas que las in-
dicadas en la tabla IX, con el agregado de que al tubo 4, se le adiciond
10-2M de zinc al final de la incubacién y enseguida EDTA, y al tubo 5
se le agreg8 la misma cantidad de zinc y se volvi8 a incubar 5 minutos
a 30°C poniendo EDTA al final de esta segunda incubacién.

Otra posibilidad que se ensay$ en este problema de la inhibi
cién por zinc, fué la posible inhibicién del CAF por la accibn de dicho
catién; para ello se preincub8 el CAF con zinc, se eliminé luego el
zinc por di4lisis y se ensay6 luego la actividad de este CAF sobre la
GSsS.

I,a tabla XI nos indica que esta no debe ser tampoco la causa
de la inhibicibén del efecto del Ca++ por el zinc.



TABLA XI

EFECTO DEL CAF PREINCUBADO CON Zn SOBRE LA
CONVERSION DE LA GS POR EL Caf+ - CAF.

Actividad de GS

Condiciones de la mezcla DO
de conyersién -G6P +G6P RIG6
Menos Cat++, CAF 0,275 0,54 0,51
Menos CAF 0,26 0,545 0, 48
Completa con CAF preincu-

.. bado con Zn ' 0,185 0,615 0,305
Completa con CAF premcu-
bado con H, 0 0,155 0,60 0,26

7 Una preparac16n de CAF (40S), se preincub8 5 minutos a 30°
CconysinClgZnlx 10°M. Estas preincubaciones, se detuvieroncon
on agregado de EDTA a 5 x 107*M final y luego se dializaron contra
GF 0, 05M - EDTA, 0,001M pH 7, 0 durante la noche.

Ambos dializados, llevados al volumen originral, se utiliza -
ron en reacciones de conversién de GS. Estas fueron realizadas incu -
bando 5 minutos a 30°C,

Mezcla de incubacién: GF 0, 05M a pH 7,15. Cl1,Ca 0, 007M.
CAF preparado como se indica, 40P. Volumen total deé incubacién:0, 05
ml. La reaccién se detuvo con 0 01 ml. de EDTA 0,15 M. GS se ensa-
y6 como se indica en métodos.

c) Efecto inhibitorio del Cat++ sobre el CAF.

Preincubaciones del CAF con Catt+, demostraron que se pro
duce inactivacién del CAF por este ién. Gréfico 8.

d) Ensayos de otros posibles inhibidores.

Se prob6 que el Na+, el K+ y la tropomiosina no tuvieron efec
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Grifico 7. VARIACION DE LA INHIBICION DEL EFECTO Ca'’ - CAF
CON LA CONCENTRACION DE SOBRENADANTEDE pH

Gréfico 8.

*/e DE UNIDAOES DE CAF

UNIDADES DE CAF*

ANULADAS FOR EL INMIBIOOR

RESIDUALES

S pH).

3
<
4
4

Mezcla de incubacién de l1a reac-
cién de conversién.
Buffer GF 0,04M pH 7,1.Cl 5 Ca

- A
QO W

QO W

0, 007M. CAF en cantidad saturan
te. 40 P (GS). Inhibidor SpHen las
cantidades indicadas enel gré4fi -
co. Volumen total 50 ul. Se incu-
ba 5 minutos a 30°C,

La reaccién se detuvo enfrfo can
10 uyl de EDTA 0,15 M. La GS se

0o 1 2 3 4

_ul OE INHIBIDOR

ensaya segin Métodos.

Una unidad de CAFGg se define
como la cantidad de CAF que, en
las condiciones de ensayo indica-
das en el gré&fico Nro.5, produjc
una reduccién de 0, 01 en la rela-
cién de independencia de GS

(R 1 G6).

DESTRUCCION DE LA ACTIVIDAD CAF POR Ca**.

100

o

0 2 4 6 8 10
TIEMPO DE PREINCUBACION DE
Ca*- CAF (minutos)

3 diluciones de CAF (40S) a1/5,1/10 y
1/15 se incubaron con Cat*,durante los
tiempos indicados en el gréfico, a 30°C
y en la siguiente mezcla de incubacién :
GFO0,05M pH 7,15, QA Ca 0,007 M,
CAF 1/5 o 1/10 o 1/15 de dilucién.
Volumen total: 0, 08 ml.,

Al final de cada tiempu de incubacién se
agregaron 0,02 ml de GS (4QP) a cadain
cubado, y se incub$§ nuevamente esta mez
cla 5 minutos a 30°C. La reaccién se de
tuvo econ 0, 02 ml de EDTA 0,1M y se en-
sayé luego para GS segin métodos.

Dilucién de CAF 1/5
Dilucién de CAF 1/10
Dilucién de CAF 1/15
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to sobre la reaccién de GS - Ca++ - CAF.

Applefnan encontr$ en mdsculo (87) un inhibidor del efecto
activador que el 3'5'AMP tiene sobre la conversién de GS(I) a GS (D)
por el ATP « Mg++; este mismo inhibidor probado sobre la conversién
de GS por Cat++ - CAF no tuvo ningdn efecto.

E) EZNSAYOS PARA DIFERENCIAR LOS FACTORES DE CONVER-

SION DE LA GLUCOGFNO SINTETASA Y DE LA FOSFORILA -
SAb QUINASA POR EL CALCIO

L a efectividad de la misma preparacién (40S) para producir
efecto, tanto sobre GS como sobre F (b) K, nos sugirib la convenien =
cia de estudiar su diferenciacién o identidad, ya sea tratando de obte
ner su separacién o estudiando su comportamiento frente a agentes f__?
sicos y quimicos.

1) Resistencia al calor.

En el experimento indicado en el gréfico 9 puede observarse
que las temperaturas a las que las actividades CAF se redujeron a la
mitad en 6 minutos, se diferenciaron sélo en aproximadamente 2°C,

2) Resistencia a la tripsin:i.

En forma semejante al experimento de resistencia al calor,
la preparaci®n 40S, se preincubd con tripsina a distintos tiempos; las
actividades de CAF residuales, se ensayaron sobre GS (I) (40P). Co -
mo se ve en el grificol0 las vidas medias de ambos factores,son pré_é
ticamente idénticas.

3) Ensayo de separacién de CAFgg Y CAFFK por precipitacién

fraccionada con S04 (NH ) g .

Una fraccién de 40S, conteniendo 33,5 mg/ml de protefna
en GF 0,05M pH 7, 0 EDTA 0, 004M, 2 mercaptoetanol 0, 01 M fué so -
metida a fraccionamiento seriado con 804 (NHI‘)Q a 35 - 40-45-50-55-
50-65-70- y 76% de saturacibn.

El SO, {NH,) 2 saturado que se utiliz6 tenfa, ademé&s, GF
0,05M pH 7,0 EDTA 0, 004M - 2 mercaptoetanol 0, 02M. Cada una de
las precipitaciones, se electub directamente en bolsitas cerradas por
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Gréfico 9. EFECTO DEL CALENTAMIENTQ SOBRE LAS ACTIVIDADES

Una preparacién de CAF (40 S)se calenté du
100 rante 6 minutos en GF 0,02 M pH 7,15 a
las temperaturas indicadas. Estos CAF me
calentados, se utilizaron en mezclas de con

W
8
8 )
w 80 versién de GS como las que se indican en
5 el gréfico Nro. 5 y de activacién de F(b)X.
Y 60- IL.a mezcla de activaci6nde F ( b ) K es
§ igual a la que se utiliz6 en la conversién de
g 40 GS, con la salvedad de que 134 reaccién de
a activacidn de F ( b ) K se detuvo por dilu -
S 20 cién con 10 veces su volumen, de solucién
§ cisteina 0, 03 M neutralizada.
{ O A partir de esta dltima dilucién, se hacen
W 40 44 48 52 56 las determinaciones de actividad de F(b)K.
; TEMPERATURA (°C) como-se indica en métt-)qos.
L.as cantidades de CAF utilizadas son satu-
rantes.

o—0 CAFGS .

—@ CAFpyg

Gréfico 10. EFECTO DE LA TRIRSINA SOBRE CAFggY CAFFK DE UNA
FRACCION DE 40S.

Una fraccién de 40S (10, 8 mg/ml)
se incubd a 30°C con tripsina (0,1

% DE ACTIVIDAD

100 mg/ml) en buffer GF 0, 05M pH

< 7,15, L.as digestiones fueron dete-

3 40 ! : N

w nidas a los tiempos indicados, por

Q 60 adicién del Inhibidor de tripsinade

W soya en una cantidad 5 veces en

S 40 exceso sobre la te6ricamente ne -

s cesaria para neutralizar la activi

s 20 d D -

o ad de la tripsina.

€ 0 Después de dilucién adecuada con
0 4 & 16 32 cistefna 0,03 M pH 7, 0 se midie -

MINUTOS ron las actividades CAFG8 y CAF_,

residuales utilizando Ios mé -
todos descriptos en el gréfico Nro.
9:

&——@ CAF FK
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v2a punta, a las que luego de centrifugar se pasé el sobrenadante a la
bolsa de didlisis siguiente, se la cerré con un nudo y se dializé 12 hs.

contra buffer GF 0, O5M pH 7,0 EDTA 0, 002M-mercaptoetanol 0, 005M.
I.os contenidos de las bolsas se llevaron a 0,3 ml y se ensay6 con to -

dos ellos , actividad CAFGS y CAF

Como se ve en el gréfico 11, ambas fracciones precipita -
ron eatre 60 y 70 de saturacién de S04 (NH, )3z .

FK °

4) Ensayo de separacifn de CAF de CAE or cromatogra -

ffa en columna de DEAE celulosa.

Con este procedimiento se obtuvo una purificacién de 10 ve
ces, de las actividades de CAF y hubo separacibén de actividades re -

sid:ales de GS y F (b) K.

Como se ohserva en el grifico 12, ambos CAF, cromatogra
f’an juntos en DEAE celulosa,

*) Ensayo de separacién de CAF__y CAF _ por filtracién en
GS FK

Sephadex.

Se usé dextrano de poro grande (sephadex G 200) y aunque
romo se ve en el gréfico 13, este método no-produjo sustancial purifi_
c32i6r, nos dié prueba de que el CAFrgy el CAFpyk son de igual pe -
so molecular, dentro de la sensibilidad del método. Tantola F (b) K
cormmo la GS aparecen con el segundr pico de proteina.

Ambos picos de actividades de CAFGsy CAFpK correnen
la misma ubicacién que el de la 15ct1codeh1drogenasa. lo que nos indi-

:2 que el peso molecular de los CAF es de alrededor de 130, 000.

F) DIFERENCIACION DE LAS GS(D) OBTENIDAS POR ACCION

DEI_ Cat+, POR _ACCION DEL ATP- Mgt++- 3' ‘AMP Y POR

ACCION DE 1A TRIPSINA,

En nuestro laboratorio observamos gque la conversién de la
GS (I) en GS (D) podrfa ser efectuada por accién del ATP-Mg++s3i5'AMP;
del. Cat++ o de |5 tripsina (89); El efecto del ATP-Mg++-3'5'AMP sobre
12 GS{I) ha sido aclarado por Friedman y Larner (85); & semejanza del
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Gréfico I1. PRECIPITACION DE UNA FRACCION 40S CON SO4(NHy),

se ensay$ para CAFGS y CAF
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1 ml de 40S en GF 0, 05M pH 7,0 - EDTA 0, 004M-mercaptoe-
tanol 0, 02M de 33,5 mg de protefna por ml, se precipit6 fraccionadamen-
te, se centrifugl y dializ6 como se indica en el texto.

El producto de cada fraccibn precipitado, sellev6a 0,3 ml y

o'ng
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FRACCIONES PRECIPITADAS CON SULFATO

DE AMONIO (% de saturacicn )

como se indicé en el gréfico 9. La uni-

dad de CAFGS estd definida en el

gréfico 5.
La unidad de CAFpk se define co
mo la cantidad que produce un in=-
cremento de 0, 01 en la rdacin de
actividad de fosforilasa b quinasa,
medida a pH 6, 8 respecto a la ac-
tividad medida a pH 8, 2.

L.as barras blancas indican activi-
dad CAF ¢ vy las barras negras
actividad CAFFK

L.os nimeros encima de las barras
indican cantidad de proteina en
mg.

Gréfico 12, CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION 40S EN COLUMNA DE
DEAE CELULOSA

DENSIDAD OPTICA (260 mu)

Una columna ( 13 x 0, 75 cm) de DEAE se equilibr8 con buffer
glicerofosfato de sodio 0, 1M pH 7, 0 conteniendo EDTA 0, 00lM y mercap-

GL/ICEROFOSFATO (M)

~N
| o Qb b — - ]
(o) o O O o O

1 3 57 9 111315
NUMERO DE FRACCION

UNIDADES CAF
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toetanol 0, Ol M.

La velocidad de flujo de la colum-=-
na fué de 1, 0 ml/minuto. Se re -
cogieron fracciones de 2,5 ml];los
contenidos de cada tubo, se con -
centraron con SO4 (NHy); al 70%.
Se dializé luego durante 18 hs. con
tra buffer GF 0, 01M pH 7, 0 EDTA
0, 001M y mercaptoetanol 0, 01M ,
se midieron actividades de CAF
como se indicé en el gréfico 9.

Protefna
*—0 CAFGS

&——* CAFpk



efect o de dichas substancias sobre la F(b)K (28) éste consiste en una
fosforilacién de la enzima en un resto de serina.

La conversifn de la GS(I) realizada por el Cat++, no involu-~
cra intervencién del ATP; ademd4s, preparaciones incapaces de conver
si5n por Catt+, pueden sufrir conversién por ATP-Mg++-3'5'AMP yvi
ceversa., Estas diferentes formas de obtencién de GS(D) "in vitro", -
piastean la positilidad de que a cada una de estas conversiones de la
GS{7) - :rresponda determinada funcién fisiol6égica. Para estudiar este
pso¥]lema, podria ser muy Ctil diferenciar las GS(D) obtenidas por
ATP-Mgtt+- 3'5'AMP, de aquell a obtenida por Cat+. Ambas GS (D)
son diferentes, ya que la obtenida por el ATP est4 fosforilada, mien-
tras gie aquella obt enida por Cat+ no lo estarfa,

El objeto de los experimentos indicados en esta seccibn, fué
descubrir las diferencias que pudieran existir entre ambas GS(D),
la producida por Catt+ |GS (D)Cai y aquella producida por

ATP-Mgt+ 3'5'AMP, [GS(D)ATP] .

1) Prepara-idn de los distintos tipos de gluc6geno sintetasa depen-
dierte de GHP,

Ratas alimentadas "ad libitum' entre 150 y 250 g, fueron
muertas con un corte de guillotina a la altura de las primeras vérte -
bras lumbares, estando el animal tranquilo. Conlos midsculos de las
patas traseras se hizo una preparacién de '""PA' como se indic6 ante -
riormente. Una vez obtenida el '"PA!" se efectub una precipitacién con
SO4§NI-I4 )2 al 40% de saturacidn, estando el SO 4 (NH, ) en buffer gli
cerofosfato de sodio 0, 05M pH 7,0 EDTA 0, 004M, mercaptoetanol
0, 05M. Esta precipitacién se hizo en bolsa de diflisis como se indicé
para la preparacién de CAF y luego se dializ§ con 3 cambios de liqui-
do de diflisis.

ler. liquido de didlisis: Buffer GF 0,05M pH 7,0 -EDTA 0, 004M -mer
captoetanol 0, 05M. Duracién de la la. diili -
sis: 2 hora s.

2do. l7gzido de diflisis: Buffer GF 0,02M pH 7,0 - EDTA 0, 002M-mer
captoetanol 0, 02M. Duracién de la 2a. didli -
sis: 2 horas.

3er.lig.ido de di4lisis: Buffer GF 0,01M pH 7,0 -EDTA 0, 001 -mer -
captoetanol 0, 01M. Duracibn de la 3a. difli -
sis: 2 noras.

De =:ta prepara. {1 se *omaron 4 alfcuotas de 3, 0 ml cada
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una, las cuales se incubaron a 30°9C durante 15 minutos en las siguien
tes condiciones:

la) Standard de GS(I) se obtuvo por incubacibén con buffer;
GF 0, 04M pH 7, 2.
Volumen final: 4, 0 ml. La incubacién se detuvo y 0,2 ml de EDTA
0, 4M pH 7, 0 fueron agregados.

H20'

2a) GS(D)¢, » se obtuvo por incubacién en buffer GF 0,04M pH 7,2 -
Clz Ca 0, 007M ~CAF en cantidad saturante. Volumen final:4, Oml.
La reaccibn se detuvo con 0,2 ml de EDTA 0, 4M pH 7, 0.

3a) GS(D)ATP , se obtuvo »or incubacibn en buffer: Tris 0, 04M pH 7,4-
ATP 0, 0018M- Acetato de Mg 0, 006M -3'5'AMP 10" M., Vo-

lumen final: 4, 0 ml. La reaccibén se detuvo con 0,2 ml de EDTA
0,4M pH 7, 0.

4a) GS(D) pg * 8¢ obtuvo por acciénde la tripsina, incubando en bu
ffer GF 0, 04M pH 7,2. Tripsina 0, 05 mg/ml. Volumen final: 4, 0

ml. La reacci se detuvo con 0,2 ml de inhibidor de tripsina de
soya a una concentracién de 5mg/ml.

Los 4 incubados se colocaron en sendas bolsas de diflisis y
dializaron con un cambio de lfquido de diflisdi s.

ler. lfquido de diflisis: Buffer GF 0, 005M pH 7,1 EDTA 0, 004M, Du-
racibn 2 horas.

2do. lfquido de didlisis: Buffer GF 0,005M pH 7,1 EDTA 0, 001 M., Du-
racién 3 horas.

Los 4 dializados, se llevaron a igual volumen. Estas prepa-
raciones de GS fueron las que se utilizaron para ubicar diferencias en-
tre ellas.

2) Reconversién de gluc6geno sintetasa dependiente a gluc6geno
sintetasa independiente,

La primera diferencia ensayada fué la reversibilidad. Traut
(59) inform&6 que asf como el ATP-Mg+t+ producfa conversiénde GS(I)a
GS(D), la incubacién de esta dltima GS(D) con G6P, Mg++ y glutationre
ducido, la reconvierte en G3(I). -

En experimentos efecinados en zolaboracién con el Dr. H. N,
Torres, se comprobé q:e el Mg++ coa mercaptoetanol, o G6P con mer
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captoetanol, o los 3 compuestos juntos producfan reconversién de la
GS(D) obtenida con ATP-Mg++ - 3'5'AMP. La tabla XII muestra los re
sultados de dichos experimentos.

TABLA_XII

CONVERSION DE GS (D) ,\rp, A GS 1)
Tiempo de in- Actividades de GS
cubacién - Incubado con DO
Minutos -G6P +G6P RIG6
0 - - - - - 0, 02 0,09 0,22
30 - - - 0, 02 0,10 D,20
30 2 mercaptoetanol 0,06 0,21 0,29
30 G6P 0,025 0,11 0,23
30 Clg Mg 0, 02 0,08 0,23
30 2 mercaptoetanol + G6P 0,15 0, 34 0, 44
30 2 mercaptoetanol + ClgMg 0,11 0,27 0,40
30 2 mercaptoetanol + ClagMg+
G6P 0,16 0,38 0,43

Se incubb "PA'" con ATP 0, 005M y acetato de magnesio 0,05M,
10 minutos a 30°C, La reaccién se detuvo con EDTA en buffer TRIS
0,01M pH 7,5. Se comprob8 con alfcuotas que hubo un buen efecto del
ATP-Mgt++ y luego se efectuarpn las reacciones de reconversiénconlas
siguientes mezclas de incubacién:
Enzima pretratada con ATP-Mg++ . Mercaptoetanol 0,1M. y/o
ClzMg 0,0IM. y/o G6P 0, 01M. Volumen final: 0, 05 ml.

Se incubb a 30° C durante los tiempos indicados en la tabla; la
reaccién se detuvo por agregado de buffer Tris 0, 05M final pH 7,5 EDTA
0, 05M final. Se precipit6 luego la actividad GS con SOz (NHg4 ) 2 al 60%
de saturacién, se centrifugé y el precipitado se retomé en 0, 08 ml de
buffer Tris 0,0lM pH 7,5. Se ensayd la actividad de GS en este prepara
do segin se indic6 en métodos.

Esta reconversién de la GS (D)A con 2 mercaptoetanol -

TP
Mg++ fué estudiada con los distintos tipos de GS(D) preparados co-=

mo se indicd anteriormente.
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Segin lo illustra el grdfico 14, mientras el mercaptoetanol-

Mg++ no actub sobre la GS (D) , ni sobrela GS (D) , 8ilo hi
Ca TRIPS -

zo sobre la GS (D)
ATP

3) Resistencia al calor

Como se ve en el gréfico 15, la Gé (D)Ca es la mé4s inesta-

ble, diferenciindose en ese sentido, netamente,de la GS (D)ATP .-

4) Efecto de la tripsina sobre la GS (1) y las
GS (D) ,op Y.GS(D),-

Igualmente que lo que se observa en el caso de la resisten =

cia al calor, en el gréifico 16 se observa que la GS(D), es la m4s sen
sible a la accién de la tripsina.

[$]]
-~

Curvas de Ph de la GS(I) y las GS(D).

Como se puede observar en el grédfico 17, no se notan ma -
yores diferencias entre las distintas GS(D); las actividades méximas
en presencia de G6P, oscilan alrededor de pH 8,2 y en ausencia de
6P, alrededor de pH 7, 5.

6) Medidas de Km y velocidades m4ximas.

Otras de las caracterfsticas cinéticas medidas para ubicaf
dif evencias entre las distintas GS son los Km para UDPG en presencia
y en ausencia de G6P y los Km para G6P. .

En la tabla XIII se puede observar aumento del Km para
UDPG cuando las mediciones sc hacen en ausencia de G6P respecto de
aquellos Km medidos en presencia de dicha hexosafosfato, no observé_zl
dose mayores diferencias entre los diferentes Km correspondientes a

la GS(D) ATP y a la GS(D) Ca -
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Gréfico 13. MODELO DE ELUCION DE LAS ACTIVIDADES DE CAFgs Y
CAFpkg OBTENIDA DE UNA COLUMNA DE SEPHADEX G200

Una muestra de 0, 9 ml de una fraccién de 40S, se pas6 a tra
vés de una columna ( 22 x 1,3 cm) de Sephadex G200, equilibrada con GF
0, 02M pH 7, 0 conteniendo EDTA 0, 001M, 2 mercaptoetanol 0, 0lM y ClNa
0, 25M,

La elucifn se hizo con el mismo buffer a una velocidad de 0,05
ml/minuto. Se recogieron fracciones de 1,5 ml c/u. El contenido de ca-

da tubo se concentr§ por el mis-
mo procedimiento indicado en el

E gréifico 12.

S 20 Protefna

& , l; o———o0 CAFGS

R © e CAFpy

= )

S 10 ¢ 8 Las flechas indican la posiciénde

Q S los picos de elucién de standards

§ 05 T g que fueron pasados por Sephadex

2 oL en las mismas condiciones,en co

8 rrida inmediatamente anterior.
0 10 20 30 40 50 60 En la corrida de la fraccién40S

NUMERO DE FRACCION se us6 glucbégeno pesado como
standard.
Gn glucégeno LD l4cticodehidrogenasa Hb hemoglobina

Gréfico 14. RECONVERSION DE LOS DISTINTOS TIPOS DE GS (D)

Alfcuotas de una preparacién de "PA'" GS (I) se trataron con
ATP - Mg*t -3' 5" AMP, con Ca** y con tripsina para convertirlas en
GS (D) como se indicé en "Preparacién de distintos tipos de GS (D)".

Estas preparaciones de GS(D) se incuba
ron a 30°C durante los tiempos indica -

dos, como "incubacién con Mg**, enla
6oy 1 siguiente mezclaGF 0, 06M pH 7,5 Cl ,
Mg 0, 0125M - GS (D). Volumen total pa
4ot 1 ra cada tiempo: 0, 04 ml.
§ I.a reaccién se detuvo con 0, 05 ml de
20} x x EDTA 0, 004M y se ensay$ actividad GS
como se indicé en métodos.
ol . . . o— A GS(I)
0 5 0150 10 20 — o
wuras * GS (DlaTp
e o> 9P,
ATP-Mg" 3 5AMP Mg™y mercaptoetano/ % x GS (D),

TRIP

0Ca**o tripsing



Gréfico 15. EFECTO DEL CALENTAMIENTO SOBRE "PA" PRETRATA -
DO CON H,0; ATP.-Mg? 3'5' AMP; Ca'*

100

El calentamiento & la GS(I),la GS (D)ATP
y la GS(D)cia preparadas como se indi-
cb en " Preparacibn de distintos tipos de
GS (D), se efectud a 429C., Se tomaron
alicuotas a los tiempos indicados, y se
las coloc6 en mezclas de incubacién pa
ra GS en presencia de G6P como se in-
dica en métodos, pero sin UDPG.

Las medidas de actividad se iniciaron
con el agregado de UDPG,
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%e OE ACTIVIDAD REMANENTE OE GS

La actividad total, antes de iniciar el
calentamiento, se considera 100%.

MINUTOS

+
o0——0 Actividades de GS(DJ)ATP ("PA" preincubado mnATP-Lé 3'5'AMP).

X——— Actividades de GS (D)Ca ("PA" preincubado con Cat+).
4——3 Actividades de GS (I)  ("PA" preincubado con H,0).

Gréfico 16, EFECTO DE LA TRIPSINA SOBRE "PA" PRETRATADO CON
H, 0, Cdy ATP-MZZ3'5' AMP

Los extractos de GS (PA'") preincubadas con H;0, Cat+t y ATP-
Mg™= 3'5' AMP preparados como se indicé en "Preparacién de distintos ti-

os de GS (D)".
pos (D) Se incuban en la siguiente mez -

cla:Tripsina 0, 5mg/ml. GF0, IM

PH 7,2. GS(D). Volumen total
g 6, 05 ml. Se incub6 a 30° C duran
te los tiempos indicados. La reac
ciébn se detuvo con 0,01l ml de
Inhibidor de Tripsina ext rafdo
de soya (5mg/ml). El ensayo pos
terior de GS en presencia de
G6P se efectul como se indica
‘en métodos.

100

60
40
20 }

o

16

Q
S
- " S
S

MINUTOS

Yo DE ACTIVIDAD REMANENTE DE GS

0————0 "PA" preincubada con H0 ( Control).
A____4a "PA" preincubada con ATP-Mg** - 3'5' AMP,
o-———10 "PA'" preincubada con Ca’*..



Gréafico 17. CURVAS DE pH DE LLA GS (I) Y DE LAS GS (D)
G S(I )Hzo Gs (D)Ca GS{D) ATP G S(D)f,-,‘p
100 } i ’% ¢‘
\ :A “\ ," ‘A
\ ; a r 'u‘
8 60 b A a’ 3 ;’n t.
S 4 ;o
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> J !
§ N H
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< 40} ] ;
Q ! !
S .: ;
S ° "
< 20} :
W (o]
Q e
g
o A A A A a2 o A A A A 2 A 2 A
5 6 7 & 9 5 6 7 & 9 5 6 7 & 9

5 6 7 & 9
Las distintas preparaciones enziméticas se obtienen a partir

de "PA" como se indic6 en "Preparacién de distintos tipos de GS (D)"

Las mezclas de ensayo de actividad de GS son como las indi-
cadas en métodos excepto el buffer. En este caso se usb, para los pH a-
jos GF 0, 1M, y para los pH altos Tris 0, 1M. Una vez hecha la primera in
cubacibn, se detuvo ésta calentando a 100° C durante 2 minutos y lue-
go se agregd buffer del tipo no utilizado en la incubaci6én, y del pH nece-

sario como para llevar el pH final a 7, 5.
Asf, los tubos que se incubaron con GF, después de detenida

la reaccién, se le agregé buffer Tris y viceversa.
El resto de la determinaci6n de actividad de GS se hizo como

se indica en métodos.

o——0 GF sin G6P
&—— TRIS sin G6P
————— 9 GF sin G6P

&~————4 TRIS sin G6P
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CONSTANTES DE MICHAELIS Y VELOCIDADES MAXIMAS RE-

LATIVAS PARA UDPG y CONSTANTES DE MICHAELIS PARA _

GLUCOSA 6 FOSFATO DE GS(y,0 GS(D) c, " GS(D) TRIP -y

Kmjpara UDP-gluc‘osa | Vm para UDP-| Km para glu-
(M x 10 ) glucosa cosa 6P
ACTIVIDAD - -
MA4s - Menos M4s | Menos (Mx 10’)
G6P G6P G6P| G6P '
GS(I) 0,40 | 3,0 100 | 40 0,11
HzO
GS(D) 0, 66 2,5 100 | 20 0,5
ATP
GS(D)Ca 0, 60. 2,0 100 |17 0,76
GS(D)_.. 0, 66 2,5 100 | 6 ' 1,1
Teip :
Las preparaciones de GS(I)HzO ; GS(D)ATP ; CS(D)Ca y

GS(D)Trl y las medidas de las constantes de Michaelis fueron llevadas
a cabo como se describibé en ''Métodos analfticos'.

Efectos de Cat+ sobre ""PA' pretratados.

-~ Silos lugares de la protefna enzimdtica, sobre las cuales ac_
tian en un caso ATP-Mg++-3'5'AMP y en el otro caso el Cat++ fueron d1
tintos , podrfa esperarse que de producirse ambos efectos sobre una
misma molécula enzimitica, estos fueran aditivos. Para probarlo, se
trataron las preparaciones de GS(I);GS(D)p1p #+ GS(D),i ¥ GS(D) TRIP

con Cat++ y CAF. Los resultados mostrados en el gréfico 18 indicarfan
que ambos lugares de accién, el de ATP-Mg++-3'5'AMP y el de Catt
son independientes, ya que el preparado de GS(I) y el de GS(D)prp 35U~
fren efectos parecidos por accién del Cat++-CAF, mientras que la GS(D(ga

sufre poco efecto. -
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Gréfico 18, EFECTO DE Ca'* SOBRE "PA" PRETRATADO CON H,0,
Ca',, ATP - Mg'® - 3' 5' AMP Y TRIPSINA

~
X
Q
z
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3

o A A A

0 2 4 6 8

MINUTOS

Los "PA" pretratados se obtuvieron como se indicé en "Pre-
paracién de distintos tipos de GS (D)".
La mezcla de incubacién del posterior efecto de Ca'' fué 1la

siguiente:
GF 0,05M pH 7,2. C1,Ca 0, 01M. CAF en cantidad saturante.

GS {I) o GS (Dlca © GS (D)ATP o GS (D)TRIP‘
Volumen total: 0, 05 ml.

Se incubé a 30° C durante los tiempos indicados; se detienen
las reacciones con 0, 01 ml de EDTA 0,15M y luego se ensay6 GS como

se indicé en métodos,.

o——o "PA" preincubado con Hp0 GS (I)
b—as "PA" preincubado con ATP-Mg -3'5'AMP GSD)
ATP
— "PA'" preincubado con Ca*' GS (D)Ca
0—— "PA" preincubado con tripsina GS (D)
TRIP
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Inhibicién por glucosa

El efecto inhibidor de la glucosa en la mezcla de incubacién
de la actividad de GS, es del mismo orden para las distintas GS y ello -
no permile, por lo tanto, su diferenciacién. Estos resultados pueden
verse emila tabla XIV,

TABLA X1V

——— ——— . e P > D i e

y

INHIBICION POR GLUCOSA DE G5(I), G3(D) . , GS(D)
='ca' =--'ATP

Actividades de GS -7 de actividad

Concentracién de
residual en presencia de G6P

glucosa M

GS(I) | GS(D)pqp| GS(D)¢, | GS(Dhpip
0 100 100 100 | 100
0, 005 97 | 875 95 78
0, 01 90 82 89 91
0, 05 60 63 64 70
0,1 53 49 >0 - >?

Las preparaciones de GS(I)o1p» GS(D), v GS(D)rrip se

efectuaron segdn se indic8 en "Preparacién de distintos tipos de GS(D)""
y los ensaycs de actividad de GS segin se indic6 en métodos, con la sal
vedad del agregado de glucosa en las concentraciones indicadas.

Inhibicién por UDP

Este efecto se estudi6 midiendo velocidades iniciales, ya quu
durante el ensayo se produce UDP, variando con ello su concer}tr_acién.'
La pé&dida de actividad de GS medida en presencia de 7,25x10" M de
UDP es m4s intensa en la GS(I), no habiendo mayores diferencias entre
las distintas GS(D) (tabla XV).
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INHIBICION POR UDP DE GS(1), GS(D)ATP’ GS(D) Ca Y-

GSD) pR1pr
% de pérdida de
Preparaci6n actividad debido
a UDP
GS(1) 80
S(D 4
GS( )ATP >
GS(D)Ca 43
GS(D) 51
TRIP

Las actividades iniciales se midieron con la siguiente mez--
cla de incubacién para actividad de GS;Buffer Tris pH 7,5 0, 05M EDTA
0, 0025M. Glucégeno 1%. G6P 0, 01M. UDPG radioactivo 1, 32x 10-9 M
marcado en la glucosa, de 84. 000 cpm/},, M con y sin UDP7,25x10"*M.
Volumen total: 0, 04 ml.

El resto de la determinacifn de actividad de GS se efectué
como se indicaienimétodos.
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Cuando el misculo estd en reposo, sus necesidades energé-
ticas son satisfechas por las substancias que le proveen, el higado, el
tejido adiposo o la alimentacién, por intermedio de la sangre.

Cuando el myisculo esti en actividad, la energfa que requie -
re, en un lapso de tiempo muy corto es tal, que los aportes extram us_
culares de substancia son insuficientes y necesita por ello utilizar sus
propias reservas,

Esta reserva es el gluc6égeno, que se ha formado con ante -
rioridad al trabajo muscular a partir fundamentalmente de la glucosa,
llevada por el torrente sangufneo al mudsculo.

La importancia de la fosforilasa y de la gluc6genosintetasa
(GS), en la degradacién y sintesis de gluc6geno, estd probada  entre
otras evidencias experimentales por las consecuencias que provocan
las enfermedades carenciales de estas enzimas (62, 63, 64, 65).

El hecho de que la actividad méxima de la fosforildsy- .
sea de 20 a 50 veces mayor que la GS estd de acuerdo con: A) la urgen
tia con que es necesario utilizar el glucégeno durante el trabajo que el
miisculo esquelético realiza en los mamiferos y B) por la disponibili -
dad de mayor tiempo durante el reposo para que el mdsculo resinteti -
ce dicho polisacérido.

La linea de trabajo que me guié en general, fue suponer la
existencia de simetrfa de los efectos que ciertos factores reguladores
podrian ejercer sobre el sistema de la fosforilasa y de la glucégeno sin
tetasa (GS);yaque ambas actdan en sentido opuesto sobre el mismo sus
trato. Asf, por ejempl o, si un factor activa a la fosforilasa (F), inac-
tivarfa a la GS, y viceversa, si activa a la GS, inactivarfa a la F.

1) Efecto de la adrenalina y sus intermediarios

L a adrenalina produce un aumento de la fosforilasa a a ex
pensas de la fosforilasa b y una disminucién de la actividad total de
glucégenosintetasa. Estos resultados son coherentes fisiol6égicamente,
ya que para €l aumento de la lisvonibilidad de Y.exosafosfatos coopera-
rfan, un mayor aivel dec fosforilasa a que !as wroducirfan a partir
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del glucégeno y un menor nivel de gluc6geno sintetasa total que dismi-
nuirfa su consumo.

Por otro lado, una simetrfa mé&s perfecta fue lograda por
los trabajos de Craig y Larner (119), los que demostraron que en pre
paraciones de mdsculo, se produce adem4s de una disminucién de la
GS total, y de un aumento de F (a) una disminucién de la GS (I).

Esta simultaneidad de efectos de la adrenalina también se .ob
serva en la accién del ATP ng - 3'5' AMP sobre homogenatos de
misculo. Este liacho indica que la accién de la adrenalina sobre la
- GS se ejerce a través del 3'5'AMP, intermediario también del efecto
de la adrenalina sobre la fosforilasa, papel este dltimo debidamente
comprobado en misculo e higado por Sutherland y otros (33, 34, 3536,
37, 38,39). '

El significado de la disminucién de la actividad total de GS
por adrenalina, podrfa atribuirse a una conversién de dicha GS a una
tercera fotma al estado de zimégeno.

Dado.que el efecto de la adrenalina se e_]erce a través del
3'5' AMP y que éste activa en presencia de ATP-Mg la incorpora -
cibn de f6sforo a las enzimas en el caso de la F(b)K '""no activada' y la
GS(I) para convertirlas en F(b)K '"activada' y en GS (D) respectivamen
te. Podrfa, por ello, suponerse que este zim8geno de la GS fuera una
forma fosforilada tanto de la GS(I) como de la GS(D).

Como por otra parte la GS(D) es a la vez una forma fosfori-
lada de la GS(I), la forma de GS al estado de zim6geno deberfa estar
fosforilada en distinto sitio, al que se fosfonla, durante la conversién
de GS(I) a GS(D).

Cuando en lugar de trabajar con homogeneizados, se pasé a
estudiar los efectos del ATP-Mgtt-3'5'AMP en preparaciones mis -
rificadas, como el precipitado &4cido (PA), se observé que el ATP Mg
3'5'AMP en lugar de bajar la actividad total de S, principalmente dis
minuyé la GS(I).

Estos: resultados también lo encontraron, Traut en miscu -

lo de cordero (84), Rossell Perez en mdsculo esquel ético de perro (120)
y Friedman y Larner en el de rata (85).

2)  Efectos del Ca'ty del ATP-MgHt,

En la misma serie de experimentos indicados en la seccién
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Resultados, también se observ6 que el Catt+ produjo un efecto semejan-
te al dado por ATP-Mg++ - 3'5'AMP, es decir disminucién de larela-
cién de independencia de G6P (R I G6), lo cual significa aumento de la
conversibén de GS(I) a GS(D), manteniendo la actividad total constan -
te. Ambos efectos, el de Cat+ y el de ATP-Mg++-3'5'AMP loobserva -
ron tanto Krebs como otros autores (25), en lafosforilasa b quinasa -
(F‘(b)K)la que de "inactivada'" a pH 7, 0 pasa a "activada" a dicho pH.”

En esta situacibn,la simetrfa de efectos, seha trasladado de
la glucbgeno sintetasa-fosforilasa a la glucégeno sintetasa-fosforilasz b
quinasa (Fig. 4). Las relaciones de semajanza de efectps GS - F (b) K
se hacen més estrechas adn, si se tiene en cuenta, tanto nuestro traba-
jo (89) en el que se informa del efecto similar que la tripsina produce
sobre GS, como el de Mayer (27), donde comenta el efecto activador de
la misma enzima proteolftica sobre la F(b)K (ver fig. 3 y 4).

La presencia de un sistema en ""cascada' como el de la fig.

3, donde enzimas inact ivas se convierten en activas como el caso que
McFarlane (121) y Davies (122) comentan para la coagulacién sanguf -
nea, servirfa como un sistema de amplificacién biol6gica, donde cada
enzima, al activarse multiplica el efecto sobre la etapa siguiente, de
modo que en pequefias fracciones de tiempo, se producen cantidades''ex
plosivas'' de producto final. En nuestro caso, serfa la disponibilidad de
derivados glucosilados para su transformacibn via glicolitica en 4&cido
l4ctico, con produccién de ATP o de transformacidn en CO,y HpO en
aerobiosis con produccién igualmente de ATP.

El hecho de que el sistema de la fosforilasa esté dotado de
una etapa més que el de la GS, concordarfa como ya se ha dicho, con.la
necesidad més perentoria de la glucogenolisis para la defensa y el mo -
vimiehto. . ‘

Por otra parte, esta etapa mé4s, es coherente con el hecho
de gue hay mayor cantidad de fosforilasa que de GS en el mdsculo. Es-
ta ditima apreciacién se corroborarfa sila cantidad de F(b)K presente
en m*sculo, fuera del mismo orden que la que hay de GS. La disminu -
cibén de la sintesis de glucégeno por conversién de GS(I) a GS(D) produ -
ciria una mayor disponibilidad de hexosas fosfatos que de otra forma ,
pasarfan a formar parte del glucégeno.

Appleman y otros (87) han separado un factor enzimético ne=-
cesario para la conversién GS(I) a GS(D) por ATP-Mg+t, conversién es
ta que segln Friedman y Larner (85) se »roduce con fosforilacién de la
GS(I) por el ATP, por lo que este factor enzimédtico se denominarfa
"flucbgenosintetasa (I) quinasa' [GS(I) K] .

La conversién de F (b)K ''no activada' también implica una
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FIGURA 4
SIMETRIA DE EFECTOS SOBRE F(b)K Y GS

Efecto de 3,5 AMP

"Flo) KK
- 1
i
Flb)Kho actrvada F(b)K activada’+ adrenating
F(b)——L—F(a)
- / : ATP' \ GIP c/clasa
\ ,
ATP-Mg™ Tripsina | Glucogemo .
-~ | ge \ 35°AMP AMP__A rp
S |
/ M | /
GS(D) - ‘s (1) : UDPG
] .
|

Efecto de Ca®’

Flb)Kho c\rctivada" —l—-- F(b)K “activada”

—_fa

oo
}GIP

Glucogeno CAF-KAF

A\

61



fosforilacién de la protefna enzimitica, es decir una forma defosfori
lada, pasa a una fosforilada (123). Aunque la enzima que cataliza es-
te proceso no se ha podida separar, se 18 podria sefialar como '"fos =
f_orilasak quinasa quinasa'' [F (b) KK] .

3)  Naturaleza del efecto del Ca*t,

Por lo que se observa en los experimentos del efecto del
Cattgobre la GS, el ATP no tendria relacibn directa "in vitro'" <con
dicho efecto. No se debe producir fosforilacién de la GS ya que el pro
ducto del efecto del Catt, es decir la GS(D)c, no puede ser reconver
tida a GS(I), por accién del mercaptoetanol, Mgtt y G6P. Estos a1

timos catalizan sin embargo el pasaje de la GS(D)ATP a GS(I) (85). B

En aquellos experimentos que llevaron a la separacién de
un factor proteico, necesario para la accién del Cattsobre l1a GS, se
confirmé nuevamente la independencia de este efecto, respecto del
de ATP-Mgtt. 3151 AMP. Asf ke obtuvieron, preparaciones de GS in-
sensibles a la accién del Ca*t y gensibles a la accién del ATP-Mgtt.

3'5'AMP, y por otro lado se pudieron obtener preparaciones libres
del efecto de ATP-Mgtt_ 3151 AMP y sin embargo capaces de sufrir
un neto efecto del ion Catt,

El factor indispensable para la accién del Ca++, es de na =
turaleza proteica, ya que es sensible al calor, no dializable y ataca-
ble por enzimas proteoliticas.

Este factor proteico (CAF) obtenido de misculo de rata, dg
mostré también ser activo sobre GS de conejo, a su vez el CAF ob-
tenido a partir de mdsculo de conejo actué sobre GS de rata.

Serfa: \{til probar una generalidad mayor de este tipo de reac
cibén, sobre CAF y GS en otras especies menos afines.

También se observd simetrfa de efecto en la accién que el
sobrenadante de pH (Sp) tiene sobre la F(b)K y la GS., este sobrena -
dante inhibe tanto el efecto activador del Cattsobre la F(b)K (115) co
mo el efecto de dicho catién sobre la conversién de la GS.

Dada la multiplicidad de factores que actdan simultéinea -
mente sobre la GS y el sistema de la fosforilasa, es posible que di -
chas enzima s tengan estructuras semejantes en las partes - afettadas

por los mismos factores .

- Un ejemplo de ello, mejor estudiado es el efecto del ATP
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sobre la GS(I), F(b) y F(b)K "no activada'". En estos casos el ATP, al
producir la fosforilacién de la protefna enzimé&tica produce las conver-
ciones a GS(D), Fa y F(b)K "activada' respectivamente. Ademds se sa
be que el residuo serina es el que se fosforila y que la secuencia de a-
mino4cidos vecina a la serina fosforilada es la misma para el caso de
la GS y la fosforilasa (86,124, 125).

La naturaleza del efecto de CAF sobre la GS podrfa ser de
tipo proteolitico. Esta hipotesis estarfa apoyada por los siguientes da
tos experimentales: La acelén de la tripsina (89) sobre la GS en la que
se produce una conversién semejante a la que produce el Catt_CAF.

La irreversibilidad del proceso de accién del CattsobreGs -
CAF, cuando se detiene la accién del Catt con EDTA.

El efecto inactivador del Catt sobre el mismo CAF, podrfa
explicarse por un proceso de autélisis.

La semejanza con el proceso de coagulacién en el que tam -
bién interviniendo Catt, se produce fibrina a partir de fibrin6geno (121
122) con liberacién de péptidos.

La activacién de la Fructosa 1-6 difosfatasa por papafna. La
que produce desenrrollamiento de la estructura proteica de la enzima,
cuando se separa una pequefia cantidad de material sensible a la ninhi-
drina (126). Mayer (115) estudié el efecto proteolitico que podria tener
el Catt.CAF, que actia sobre la F(b)K, haciéndolos actuar sobre sus-
tratos de enzimas proteoliticas, que tienen estructura quimica conoci-
da.

Estos intentos, asf como otros en los que probé la accién de
Cat+t_CAF sobre otras protefnas no dieron resultado, de modo que de
ser dicha accién de Cat+ - CAF proteolftica, serfa especffica sobrela
GS y F (b)K.

Como ya Appleman en este laboratorio y Friedman y Larner
(127) han logrado separar F(b)K de GS, serfa interesante demostrar s
hay separacién de péptidos por accifn del Catt sobre ambas enzimas -
(carécter proteolfiico de este efecto), y ademé4s si estos péptidos son
iguales o no. Por otro lado, la determinacién de péptidos finales con
DNF B podrfa aclarar también las semejanzas que tienen los canbios pro
ducidos en la GS y F(b)K. -

Resumiendo, si el proceso fuera proteolftico, los fenémenos
de reversibilidad "in vivo' se complicar{an bastante. Si el proceso fue
ra irreversible iy la accién del Catt-CAF sobre la GS se frenara por
ejemplo, por autfisis del CAF; en procesos tan activ @s como la gli -
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colisis muscular, habrfa necesidad constante de sintesis de GS (I) vy
de CAF, procesos estos demasiado antieconémicos.

Otra posibilidad fisiol6gicamente mé&s atractiva serfa la de
la formacibn de un complejo GS-CAF—Ca++semejante al que se forma
durante la contraccién de actina-miosina-Catty podrfa ser estudiado,
purificando m4s la GS y el CAF. En este caso el uso de Catt radioac-
tivo podrfa facilitar el estudio de este problema y aclarar, si el Catt
estd unido a la GS, al CAF o hace de puente entre ambos. Este com -
plejo podrfa también ser sblo GS-Catt y el CAF hacer de factor enzi-
mético. De existir reversibilidad como la que se produce en el caso ac
tomiosina- Catt durante la contraccién y relajacién, se podrfa estu -
diar la reversibilidad para GS-Catt.CAF con fracciones de retfculo
sarcoplasmético. Este retfculo sarcoplasmaético tiene la propiedad de
inducir la reversibilid ad del sistema actomiosina-Catt, reduciendo la
concentracién del Catt a menos de 0, 02 yM (128).

Otro problema estudiado fue la inactivacién del efecto del
Catt sobre la GS, por accién del Zntt, Es interesante, ya que se en-
contr6 que el Zntttiene un potente efecto de relajacién sobre lasfibras
musculares (l18).

Por lo que se ve en "Resultados", el Zntt actda sin embar-
go impidiendo la reaccién y no invirtiéndola una vez producida .

Por otro lado, el Zn'* no inactiva al CAF, como para jus =
tificar que esa sea la causa de su accibén inhibidora. Una posibilidad
que se plantea, es la competencia que se podria producir entre ambos
cationes por el sitio en que se pega el Catt posiblemente a la GS, con
el equilibrio desplazado hacia la unién con el Zntt, Es de intefés des
tacar que la concentracién de Zntt en el mdsculo es gsemejante a la
de Catt (118),

4) Diferenciacién de CAFgg y CAFpgk .

El hecho de haber identificado un factor proteico responsa -
ble del efecto de Ca'tt sobre la GS, semejante al encontrado por Bayer
para el caso de la F(b)K (115), plantea la conveniencia de diferenciar
ambos factores. La preparacién del CAF que utilizamos para conver-
tir GS(I) en GS(D)c, tiene también accién activadora sobrela F(b) K
'""no activada'' en presencia de Catt; y por ello es que utilizamos. la
misma preparacién para estudiar ambos efectos e intentar su diferen-
ciacién y separacién.

Respecto de la diferenciacién, la accién del calor y la trip-
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sina produjo efectos similares sobre ambas actividades CAF.

Los intentos para separar ambos efectos por precipitacién
fraccionada con SO4 (NH4 )z , cromatograffa con DEAE celulosa o ul-
trafiltracién con Sephadex G.200 no tuvieron éxito; por lo que ambos
factores o bien tienen propiedades muy semejantes o de lo contrariose
trata de una misma substancia que actda sobre ambas enzimas, la GS
y la F(b)K. El peso molecular del CAF, apreciado al pasarlo por Se-
phadex G 200 por el método de Andrews (129), es del orden de 130.000.

La fuerte adhesién del CAF a 1la DEAE celulosa, indicaria
que se trata de un compuesto de carécter aniénico.

Aunque no se descarta la posibilidad, que otros métodos de
diferenciacién o purificacién permitan separar ambos efectos; el he-
cho de que el CAF actde simultdneamente sobre la F(b)K y la GS, lo
ubicar{a como un elemento de regulacién en la glucogenolisis.

5) Diferenciacion de GS (D)Ca y GS (D)ATP‘

I a dltima parte de este trabajo, estd dedicada al estudio de
las diferencias entre las distintas GS (D) obtenidae por la accién del
ATP-Mgtt - 3'5' AMP [GS(D)ATp] del Catt [GS(D)Ca] . de  la
tripsina [GS(D)TRIP] y especialmente en los dos primeros casos ,
que son los que podrf{an tener importancia fisiol6gica.

Por otra parte, las propiedades de la GS(D)-I R1P 798 pue-
den dar algunos indicios, sobre el cardcter de las otras tra..sforma -
ciones a la forma GS(D). Esto es as{ particularmente para el caso de
la GS(D)c,, teniendo en cuenta que esta se podrfa producir por ef ecto
proteolftico del Catt -CAF sobre la GS(I).

Los problemas de la reversibilidad de estos procesos sehan
comentado antes.

Se sabe que la accién del ATP-Mg*tt- 3'5' AMP convierte a
la GS(I) en GS(D) por fosforilaci6n de la serina (86) y cuando laGS(D)
pierde su fosfato se reconvierte a GS(I).

En cambio cuando la conversién de GS(I) a GS(D) es produci
da por Ca++, la GS(D) obtenida, es incapaz de volver a transfor -
marse en la forma GS(I} en las condiciones indicadas anteriormente.
Evidentemente en este caso hay una diferencia bien neta ertre GS(DATP
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Ademds, se observaron otras diferencias, como ser ma -
yor resistencia de la GS(D) g p al calor y ala tripsina comparada con
la que tiene la GS(D)Ca .

Por otro lado, las formas GS(D) son semejantes en cuantoa:
las curvas de -actividad en funcién del pH, al valor de los Km para
UDPG y para G6P y en la inhibicién por glucosa y por UDP. Todo ello
indicarfa que los centros activos de estas formas de GS(D) y los luga-
res sobre los que actuarfa la G6P son bdsicamente iguales.

A pesar que las zonas de la molécula de GS sobre las cuales
actian el ATP-Mg vy el Catt estarfan afectadas en diferente forma -
(fosforilacién de una serina en el primer caso y posible liberacién de
un péptido o formacién de un complejo con Catt en el segundolos efec
tos de ambas acciones sobre la afinidad de la GS para la G6P y para
el UDPG serfan muy semejantes.

Se intent§ también aclarar, si el lugar de la enzima (GS) so
bre ¢1. que actda el Catt-CAF es o no ¢l mismec que se fosforila por
accién del ATP-Mg*'"'. Para ello, se trataron las GS(I)ip 'GS(D)Ca’
GS(D)pTp y GS(D)prip con Catt .CAF., EI efecto del Catt. cap

sobrela GS(D)A P fue semejante proporcionalmente a aquel que se
obtiene sobre la GS(I)I_120 y diferente a aquellos obt enidos sobre la
GS(D)g, v GS(D)rgr1p - En este dltimo caso ambos efectos fue =
ron semejantes entre sf. De acuerdo a estos resultados, el lugar de
la enzima donde actda el Catt serfa distinto-a aquel sobre el que lo

hace el ATP-Mg‘H', aunque las enzimas pbtenidas, tengan aproxima -
dament e igual afinidad por el UDPG y el G6P.

6) Significado fisiol6gico del efecto del Catt y del de la adrenalina.

Krebs y Fischer supusieron que el Catt podrfa ser el agen
te que unirfa el proceso de contraccién, con la glucogenolisis que se
produce durante el trabajo muscular (Fig. 3). Se conoce que el proce -
so por el que la adrenalina produce glucogenolisis, es mediado por
el 3'5' AMP (Fig. 3).

Como el Catt y el 3'5'AMP intervienen en procesos in vi -
tro, cuyos productos son GS(D) distintas, podrfa aprovecharse dichas
diferencias, para comprobar si realmente ambos procesos tienen vi -
gencia in vivo. Si por excitacién eléctrica, se produce en misculou -
na GS(D) semejante en sus propiedades a la GS(D)c, obtenida in vitro
y por accibn de la ddrenalina in vivo se ob*iene una GS(D) semejante a
la GS(D) 5 Tp obtenida también in vitro, la hipbtesis de Krebs y Fis-
cher se verfa confirmada.
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Para explicar el efecto de la adrenalina a travésdel 3'5'AMP,
hay que tener en cuenta que la conversién de la F(b)K " no activada' a
"activada' por el ATP, llega a su méximo a una concentracién de ATP
de poco mé4s 10-3 M, pasado la cual, dicha conversién se comienza a
inhibir. En reposo la concentracién del ATP es 8 x 10~3# (130);en es-
ta condicién, sin 3'5'AMP, la conversién a F(b)K '"activada' in viroes
muy baja. Cuando dicho nucle6tido ciclico est presente, se produce no
table aumento de la conversibén a F(b)K "activada" (26). (Fig. »,

Se concluye por lo tanto, que cuando la adrenalina produce
glucogenolisis '"in vivo', lo hace activando la conversién de la F(bK
"no activada' en '"activada''.

La independéncia del efecto glucogenolitico de la adrenalina
y de la excitaci6én muscular ha sido confirmada por los trabajos de Dan
forth y otros (131), quienes observaron marcadas diferencias de am -
bas acciones. La estimulacibén eléctrica del mdsculo sartorio de rana,
produce una répida activacidn de la fosforilasa, asfa 302C, enl se -
gundo, la F(a)llega al 50% y en 2 segundos y medio al 80%; cuando ‘ce
sa la estimulacién, la reaccién revierte rdpidamente, en 30 segundos—
la F(a) vuelve al 10% y en 60 segundos vuelve a los valores originales
muy bajos; por otro lado, la adrenalina tarda 40 minutos en aumentar
la proporcién de F(a) y llevarla al 50% y cuando la incubacién con adre
nalina cesa, transcurren 40 minutos hasta que la proporcién de F(a) -
vuelve a los bajos valores normales.

Ademds, el dicloroisoproterenol, que bloquea la accién de
la adrenalina y anula su accién més rédpidamente, tiene muy poco e-
fecto sobre el aumento en la proporcién de F(4) producida por la con -
traccién muscular.

Otra demostracién de independencia de ambas acciones la
han dado Posner y otros (132), quienes encontraron en misculo de ra-
ta y de rana que la adrenalina produce aumento notable d= la F(b)K
"activada', de la F(a) y del 3'5'AMP, mientras que la est imulacién
eléctrica produce aumentos del mismo orden de la F(b)K "activada",
de la F(a), pero no del 3'5'AMP,

Cuando se intenta relacionar el papel del Ca*t en 1a ccatrac
cién muscular: y el del mismo catién sobre las enzimas llaves de la
glucogenolisis-glucolisis, tenemos que tener en cuenta que el rango de
la concentracién de Catt capaz de actuar sobre la GS, F(b)K y fosfo -
fructoquinasa es de alrededor de 10°% M (26,27, 130).

Por otro lado, concentraciones de Ca’t entre 3 x 10-"M y
1,6x10-9 M son capaces de producir contraccién muscular (133).
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Figura 5. - Activacién de la F(b)K. en funcién de la
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Adaptado de: Krebs E.G., Lowe D.S., Bratvold G.

E., Trayser A,K,, Meyer W.L. y Fischer E. H.
Biochemistry 3 , 1022, 1964,
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Estos ﬁlti{r_nos valores, coinciden bastante bien con las con -
centraciones de Catt necesarias para producir contraccién de actomio
sina in vitro (134).

Para explicar esta aparente contradiccibén, debemos tener
en cuz2nta las estructuras que sirven para transportar la excitacién
(117) (ver fig.6). La membrana que rodea a la fibra muscular posee in
vaginacliones que penetran profundamente en ella y que tienen continui -
dad con el medio externo (135); estas invaginaciones a las que se deno-
mina tdbulos T, corren transversalmente a las fibrillas musculares a
la altura de la banda Z, 8 ese nivel toman contacto con los reticulos sar
coplasmi4ticos (RS) que rodean a la fibrilla, El retfculo sarcoplasmadti-
co por lo tanto corre longitudinalmente a dicha fibrilla. En preparados
cortados longitudinalmente a las fibrillas y transversalmente a los tu -
bos T, observados con microscopio electrénico, se ve la toma de con -
tacto de los tdbulos T con el RS a la que se la conoce con el nombre de
triada; esta triada tiene en el centro el corte transversal del tdbulo T
y a los costados cortes longitudinales de las formaciones de RS llama -
dos sacos laterales.

La excitacibn que llega a la fibra muscular, penetra en ella
a través de los tdbulos T y en la triada se produce la conexién de esa
corriente con la fibrilla a través de los sacos laterales. Los grénulos
de glucbgeno estdn dentro del retfculo sarcoplasmético y en la vecin -
dad inmediata a las membranas reticulares.

La aparente contradiccién entre la concentracién de Catt ne
cesaria para activar a la F(b)K, ala FFK, convertir ala GS y aquella
capaz de producir contraccién de la fibra muscular podrf{a eliminarse,
teniendo en cuenta: 19) que en el mdsculo en reposo pricticamente to-
do el calcio esti en el retfculo sarcoplasmaéitico (en las vesiculas sar -
coplasmiticas el calcio se encuentra a una concentracién de 5 x 10-2) -
(136); 2Q) que el glucégzeno dentro del RS est en la vecindad inmediata
a las membranas reticulares, casi pegado a los sacos de la triada.Por
lo tanto, al llegar la excitacién por los tdibulos T a los sacos laterales
de la triada (135,137) podrfan producirse 2 fenémenos,ya sea que el
calcio unido a las estructuras del RS se libere como Catt'o que ya es -
tando en los sacos reticulares como Catt, esta excitacién produzcaun
cambio de permeabilidad de las membranas que permita el paso del catt
En este dltimo caso, el glucégeno que estd dentro del RS deberfa estar
separado del Catt por subestructuras membranosas, sobre las que ac-
tuarfa la excitacién cambiando su permeabilidad. Para cualquiera de
estas dos hip6tesis, durante la excitacién, el glucézeno con sus enzi -
mas estarfan sumergidos en el centro d=l gradiente del Catt y, por®.lo
tanto, la concent- :.cién d= Catt en el grénulo de glucbégeno con GS,
F(b)K y FFK serfa much{simo mayor, qu= el que tendrfa la fibra mus -
cular.



Figura 6- CORTES DE LA FIBRA MUSCULAR
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En la descripci6n indicada ladistancia que separa al Ca'H'l_i
berado de las miofibrillas es de 0,5 a 1,0y (117), por simple difusién,
en tiempo concordante con el de excitacién-contraccibn, el Catt se une
a la protefna contrictil. La ATPasa de la fibrilla se activa y a la vez
que se produce la ruptura del ATP en ADP y Pi, se produce la cortrac
cién muscular (138). Conectada con la contraccién, comienza toda la
serie de reacciones que llevan al gluc6geno hasta l4ctico.

Durante la relajacibén el RS toma el Cattdel sarcoplasma en
una reaccién dependiente de ATP (139,140) y hace bajar con ello la
concentracién del ion calcio, se trata de una verdadera bomba de Cat?t
El retfculo sarcoplasma4tico, como fraccién microsomal también se -
para el Catt de la actomiosina, reduciendo su concentracién a menos
de 2 x 10-8M y causando la relajacibén de €sta (128).

7) Regulacién por el Catt, por el ATP y por el 3'5'AMP, de las
actividades de GS,F(b)K, F y FFK durante la contraccién muscu-
lar.

Es de interés hacer notar, que existen diferencias funcio -
nales entre el efecto del 3'5'AMP y el de Ca++. El efecto del 3%'AMP
estd vinculado al efecto fosforilante del ATP sobre la F(b)K y1la GS, y
su accibn consiste en acelerar dicho efecto.

Por otra parte y como ya se dijo, la activacién de la F(b)K
por ATP-Mg*t es méxima a una concentracién de ATP de alrededor -
(Fig. 6) 10-3 M, bajando luego, a medida que aumenta dicha concentra-
cibén (26). El exceso de ATP produce por lo tanto inhibicién de la ac -
tivacién de F(b)K. En ausencia de 3'5'AMP dicha activacién es muy ba
ja. La concentracifn del ATP del midsculo en reposo es de 8x10-3 M .
(30). En estas condiciones, concomitante con la contraccién y libera -
cién del Catt, en una primera instancia de los 2 tipos de activaciénde
la F(b)K, (la del Ca*tt yla del ATP-Mg **)la del Catt serfa la actuan
te, dado que la del ATP-Mg*t* est4 inhibida por exceso del nucleétido.

Debe hacerse notar, ademés, que la fosfofructoquinasa (FFK)
es también activada por Catt (130,141). En mdsculo cardfaco perfun -
dido, el nimero de latidos depende de la concentracién de catt y con-
comitantemente con el aumento de la concentracién de éste, también
se produce mayor actividad de FFK (130). Ademé&s, la FFK es inhibi=-
da por exceso de ATP y esta inhibicién es superada por aumento en
las concentraciones de AMP y Pi (142), es decir con disminucién del
nivel de ATP.

Esto permite presumir que la FFK igual que la F(b)Ky la



GS, estarfa ligada funcionalmente a la contraccién muscular.

Resumiendon, al producirse la contraccién, aumenta el nivel
de Catten la miofibrilla, la que se contrae y descompone ATP. Para -
lelamente al aumentar el nivel de Catl, se activa tanto la glucogenoli -
sis, por conversién de la GS(I) a GS(D) y la F(b)K ""no activada" a
F(b)k "activada'; como la glucolisis, por auvmento de actividad de la
FFK, esto dltimo por un mecanismo que no conocemos. Este proceso
de activacién por Catt lleva en (ltima instancia a la producciénde ATP,
Si en la competencia entre este proceso en que el Catt actda como pro
ductor de ATP a través de la glucogenolisis-glucolisis y la contraccién
muscular, la concentracién de ATP disminuye, se pondrfa en marcha
un segundo mecanismo productor de ATP, Este es aguel en el cual el
ATP-Mgtt activa a la F(b)K ""no activada' y convierte la GS(I) en GS{D).
Si a pesar de esta segunda etapa de regulacién activada por el descen -
so en el nivel de ATP, sigue predominando el coOnsumo, la disminucién
en la concentracién de ATP y el aumento con~omitanie de AMP y Pi
producirén: actividad "per se' de la F(b) (39) y supresién de la inacti -
vacién de la FFK por el ATP (142).

Esta regulacién es de tipo ''feedback", ya gue el sistema pro
ductor de ATP es inhibido en sus primeras etapas F(b)K y FFK por el
mismo producto final (ATP en exceso).

El mdsculo en condiciones norrnales de reposo, en aerobio -
sis, adn teniendo baja concentracién de Catt, de F(b)K "activada’', de
F(a) y de FFK, con el s6lo aporte de la glucosa gue la sangre leprovee,
produce mayor cantidad de ATP, que las requeridas para satisfacer sus
necesidades energéticas.

Al producirse la contraccién, aumenta la coacentracién de
Catt libre y esto produce mayor proporciéa de F(b)K "activada', de
F(a), de GS(D) y de FFK. Si el consumo de ATP debido a la contraccién
es adn mayor que la 5roduccién de este nucleétido puesta en marcha
por el Catt, el ATP baja su concentracién y aamentan los niveles de
AMP y Pi, Con ello se desinhibe la transformacién de F(b)K ''no activa
da' en "activada' y la FFK (142), activindose ademés la F(b) por el
AMP (29).

Si la provisién de Og fuera suficiente, la respiracién compe
tirfa con la glucolisis por el ADP y Pi disponibles (143,144) y regene:
rarfa ATP con mucho menor necesidad de consumo de glucosa (Efec -
to Pasteur). En ese caso 1los niveles de ATP serfan suficientemente a_J;
tos y los de AMP y Pi suficientemente hajos como para inhibir la glu =
colisis,

En la contraccibn e aerobiosis o anaerobiosis, el Ca++ se -



rfa el efector primario de la glucogenolisis y la glucolisis. IEn aerobio
sis, la glucosa que llega a! misculo provenienfe de la sangre es sufi -
ciente para mantenec un alto nivel de ATP y bajo de AMP, En anoxia
la disminucién en la produccién de ATP por las mitocondrias, provo -
ca en principid reduccién de ese nuclebtido, y a la accibén del Ca++,si..
guen las fosforilaciones de las enzimas citadas por el ATP-Mg. El au-
mento de las disponibilidades de esteres de glucosa por activacién del
sistema de la ‘osforilasa, se completarfa con activaciones directas por
disminucién de ATP y aumento de AMP y Pi, como el caso de la F(b).
Por acciones semejantes podrfa ser que aumentara la actividad de FFK,

8) Regulacién de las acfn_ndadﬁ" Pﬂnm{ncas en mdsculo esquelé -

tico por la adrenalina y en miscu’o cardfaco por el glucagén.

— . ——————tief e > e e e = =

El efecto glucogenolftico de la adrenalina sobre el misculo
esquelético o del glucagbn sobre el misculo cardfaco, se explican por
el efecto que el 3'5'AMP tiene, de aumentar la activacién de la F(b)K
producida por el ATP,

Parmeggiani y Morgan (29) han estudiado en mdsculo cardfa
co el efecto de la anoxia y del glucagdn en aerobiosis, Este dltimo pr§
duce mayor proporcién de F(a) pero no disminuye tanto el glucégeno co
mo la anoxia. Este efecto puede interpretarse que es debido a las si-
guientes razones: El glucagén sroduce aumento de F(a) debido ala ace=
tivacién de la F(b)K por el 3'5'AMP. En la anoxia e! nivel de F(a) ser4
el producido por la activacién de la F(b)K cuando baja 13 concentracién
de ATP (cnyo exceso por encima de poco mas de 10°¥ M es inhibitorio)
(Ver Fig.b).

En el primer caso, la activacién de la F(b)K es mayor que
en el segundo, y con ello se logra un mayor nivel de F(a). Por otro la
do, el AMP producido en la anoxia por descomposicién del ATP, pro -
ducir4 actividad ''per se' en la F(b).

Este AMP ademés activarfa la FFK en mayor grado que el
3'5'AMP producido por el glucagén, disminuyendo por esta causa la
G6P con mayor intensidad en el caso de la anoxia. Esta menor concen_
tracién de G6P disminuye la sintesis de glucbgeno, tanto por menor CC?!_l
versién de GS(D) a GS(I), como por menor actividad ''per se'" : de ~ la
GS(D).

En conclusibén en anoxia tenemos menor nivel de F(a) y sin
embargo menor concentracién de glucégeno debido al aumento de la glu
cogenolisis por el F(b) y a menor sintesis del polisacérido por menor
concentracién de G6P,



9) Interrelaciones de las acciones del Catty de la adrenalina o del
glucagbn en la contraccién muscular.

L a independencia in vitro que se observa de los efectos del
Catt y de la adrenalina, no significa que in vivo estos efectos no estén
relacionados. Waugh (145) perfunde segmentos arteriales, que manifies
tan respuestas contréctiles al pasaje de soluciones conteniendo adrena-
lina. Vasoconstricciones producidas por adrenalina a bajas concentra -
ciones de Catt, pueden ser aumentadas, si se eleva la concentraciénde
Catto suprimidas, si se perfunde con lfquidos sin este catidén. Waugh o-
pina que la adreaalina aumeata la accién vasoconstrictora por aumento
de la permeabilidad a !a accién del Catt, Este aumento de la permea -
bilidad podrifa ser producido por accién de un intermediario como el
3'5'AMP, ya que han sido descriptos efectos de éste sobre membranas
por Orloff y Handler (146), quienes observaron que el 3'5'AMP aumen -
ta la permeabilidad de la vejiga del sapo:al :agua.

Regen y otros (130) demuestran en corazones perfundidos de
rata, que gi el liquido de perfusién carece de Calll"", cesa dicho 8rgano
de latir. Serfa interesante probar glucagén, el que aumentarfa el nd -
mero de latidos y eliminar el Cattdel 1fquido de perfusién 1o que los a -
nularfa.

10) Relaciones del Catt, del ATP y del glucégeno en la fosforila -
cibén oxidativa de la mitocondria,

Extrapolando los datos que da la literatura para mitocondrias
de higado (143, 144) a las de mdsculo, se puede decir que durarte:él tra-
bajo muscular en aerobiosis, se podrfa producir entrada de Cat* en la
mitocondria y ademé4s aumento del ADP y del f6sforo inorgénico por rup
tura del ATP. La presencia de Catthace, que mientras haya fésforo i-
norgénico, el aumento que sobre la respiracién basal produce dicho ca-~
tién, no cese, y como también se estd en presencia de ADP, tampococe
sarfa la formacién de ATP.

Pero por otra parte, el exceso de ATP frena este proceso y
a su vez este nucleébtido se descompone durante la contraccién. Se des -
taca entonces el doble control que ejerce el fé6sforo inorgénico (produc -
to de ruptura del ATP y de la fosfocreatina) activando y el ATP (produc
to de sfntesis de ADP y fésforo inorgénico) inhibiendo la produccién de
enlaces de alta energfa por la mitocondria,

En realidad ze puedc considerar como un proceso de " feed -
back'' que el ATP ejerce sobre su propia sfatesis y el f{6aforo inorgédni -
co ejerce sobre la utilizacibn como sustrato.
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La dependencia del nivel de formacién de intermediarios de
alta energfa por la cadena respiratoria, conla formacién de glucégeno,
estd sostenida por los experimentos de Figueroa y otros (147) con cor-
tes de hifgado de rata a los cuales se los ha sometido a presiones va -
riables de 05 en presencia de glucosa C!*. A mayor presién de Oghay
mayor formacién de glucégeno y éste se forma en una capa de mayor
grosor de tejido. Ademd4s las zonas que no sintetizan glucégeno mues-
tran una casi completa desaparicién de mitocondrias, mientras que las
zonas productoras del polisacirido las conservan. TambiéR a mayor in
hibicién de la sintesis de ATP por 2-4 dinitrofencl, se observa mayor
inhibicién de la sfntesis del gluc6geno en higado de rata (148).

La dependencia que la sintesis de glucbgeno tiene, con la for
macién de ATP o compu estos con uniones de alta energfa también ha
sido informada por Nigam y Fredland en homogenatos de misculo pec-
toral de paloma (149); los inhibidores de la fosforilacién oxidativa eli -
minan la incorporacién de glucosa C1%4al glucégeno.

Nosotros hemos observado con homogenatos de misculo pec~
toral de paloma que el potasio aumenta la incorporacién de P32 al ATP
y aumenta también la incorporacién de glucosa C1# al glucégeno y que
el 2-4 dinitrofenol, desacoplante de la fosforilacién oxidativa, inhibe
también la incorporacién de glucosa al glucégeno (150).

11) Regulacién de la sﬁxteaisj degradacién del glucégeno por el glu-
cégeno mismo.

Agregado a este sistema de regulacién por ATP, es posible
que se acoplen otros sistemas de regulacién de la sintesis y degrada -
cién del glucégeno, asf el mismo contenido del glucégeno aumenta in vi_
tro la velocidad de activacibn de la F(b)K (26) e in vivo a mayor nivel de
glucégeno produce menor RiGé (menor proporcién de GS(I) y viceversa
(151). Ambos efectos en ese sentido se complementan, activacién del
sistema de la fosforilasa produce inactivacién del sistema de la GS. Es-
to concordarfa con el hecho de que la ingestién de hidratos de carbono
en exceso, no produce aumento indefinido de glucégeno y ef produce au-
mento indefinido de los tejidos grasos.

Resumiendo puede llegarse a las siguientes conclusiones:
1) Una serie de factores que producen determinados efectos so-
bre el sistema de lafosforilasa a través de la F(b)K, produ -

cen un efecto ppuesto sobre la GS.

2) El efecto del Catt sobre la GS es independiente del efectodel
ATP-Mgtt. 3'5' AMP in vitro.



3)

4)

I a GS(D) producida por accién del Catt es diferenciable de
la GS(D) producida por ATP-Mgtt.315'AMP.

y

La vigencia in vivo del efecto de Catt, sobre las enzimas que
intervienen en la sfntesis y degradacién del glucégeno,es por
ahora, fundamentalmente producto de la especulacién y to -
davfa ser4 necesario bastante trabajo experimental para acla

rarlo.
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