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INTRODUCCION

Desde que fue descubierto hace mas de 100 afos, el glucdgeno ha
sido objeto de miltiples estudios tendientes a aclarar los mecanismos in-
volucrados en su sintesis y degradacidn.

El glucdgeno es la principal forma de reserva de hidratos de
carbono en los animales, donde fue encontrado en casi todos los tipos de
células. Se acumula preferentemente en el higado y en los misculos don-
de cumple funciones muy importantes: en el higado representa una forma de
depdsito de glucosa disponible para mantener la glucemia dentro de 1limi-
tes normales y en el misculo constituye una forma de depdsito de energia

disponible para el trabajo muscular.

Estructura del glucdgeno.

El glucdgeno extrafdo de los tejidos por métodos suaves esta
constituido por moléculas altamente ramificadas y cuyos pegos moleculares
oscilan entre 10 y 1000 millones (1).

El glucdgeno es un polimero de la D-glucosa en cuya estructura
estan involucradas dos tipos de uniones glucosidicas: o -1,4 y « -1,6
Las cadenas formadas por uniones & -1,4 tienen de 10 a 14 unidades de
longitud por términc medio y estan conectadas entre si por las uniones
X -1,6 que constituyen las ramificaciones. Toda esta estructura da como

resultado una molécula lipgeramente asimétrica y muy compacta.



~-2-

Enzimas del metabolismo del glucdgeno en el misculo.

Las enzimas directamente relacionadas con el metabolismo del
glucdgeno en el misculo son:
1) UDP glucosa: X -1,4-glucanX-4~-glucosiltransferasa (EC 2.4.1.11) (glu-

cdgeno sintetasa; transferasa) que cataliza la reaccidn:

UDPG + glucdgeno —p glucosil ( oK -1,4)-glucdgeno + UDP (1)
Esta enzima s6lo puede formar uniones & -1,4 o sea que 8dlo puede alargar
las ramas externas del glucdgeno. Para que se forme un polisacadrido rami-
ficado es necesaria la accidon de otra enzima denominada ramificante.
2) Amilo-( 1,4 —1,6)-transglucosilasa (EC 2.4.1.18) (enzima ramificante).
Su accidn consiste en la transferencia de un trozo de cadena a otra for-
mando una union X -1,6. Para que se produzca esta transferencia es nece-
sario que la cadena receptora tenga alrededor de 7 residuos (2).
3)9(—1,4 glucan: ortofosfato glucosiltransferasa (EC 2.4.1.1.) (fosfori-
lasa) que cataliza la reaccion:

Pi + glucosil ( o« -1,4) glucdgeno m—=glucosa-1-fosfato + glucdgeno
4) Amilo-1,6 glucosidasa (EC 3.2.1.9) (enzima desrramificante) que elimina
por hidrdlisis residuos glucosilos unidos encoX 1,6 (3). La fosforilasa
va eliminando las unidades de glucosa de a una por vez y se detiene al lle-
gar a 3 8 4 residuos glucosfdicos previos a una ramificacidén. Actiia en-
tonces una oligo-1l,4-1,4-glucan-transferasa que transfiere 3 residuos glu-
cosidicos o¢ -1,4 de una rama a otra, dejando expuesta la glucosa unida por
ot-1,6. Esta ultima se elimina por la amilo-1,6 glucosidasa quedando la

fosforilasa en condiciones de actuar nuevamente.
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5) También se han encontrado en higado y miisculo tres tipos diferentes de
hidrolasas con capacidad de hidrolizar el glucdgeno o los oligosacdridos

de &l derivados (4) (5) (6) (7): una es una o amilasa, otra es una y ami-
lasa y la tercera es una o glucosidasa.

A estas enzimas, relacionadas directamente con la sintesis y de-
gradacion del glucdgeno debemos afiadir la UDPG pirofosforilasa, la fosfo-
glucomutasa y la hexoquinasa para tener el cuadro enzimatico completo del
metabolismo del glucdgeno en el misculo.

Se ha demostrado que los factores tanto hormonales como de otro
tipo que afectan el metabolismo del glucdgeno muscular, lo hacen modifican-
do la actividad de la glucdgeno sintetasa, de la fosforilasa o de ambas

a la vez.

Clucdgeno sintetasa.

Desde el momento en que se descubrid la fosforilasa por Cori y
luego que se consiguid aintetizar glucdgeno "in vitro" con fosforilasa y
glucosa-1-fosfato, se supuso que esta enzima era la que actuaba 'in vivo"
en condiciones fisioldgicas sintetizando el glucdgeno.

No obstante habfia algunos hechos que hacian dudar del papel de
la fosforilasa en la sintesis del glucdgeno, entre ellos la accidn de la
adrenalina, substancia que provoca glucogenolisis por una parte y aumenta
la actividad de la fosforilasa por otra. Este efecto indicaria que la
actividad de la fosforilasa esta relacionada con la degradacion del glucd-
geno y no con su sintesis,

Por otra parte, Robbinsg, Traut y Lipmann (8), trabajando con

homogeneizados de miisculo comprobaron que cuando aumentaba la actividad de
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la fosforilasa disminuia la incorporacion de glucosa radioactiva al glucd-
geno.

La sospecha sobre el papel de la fosforilasa recibid confirmacidn
con el descubrimiento de Leloir y Cardini de una enzima de higado que sin-
tetiza glucdgeno a partir de UDP-glucosa por incorporacidon de glucosa a
las cadenas externas del glucSgeno aceptor (9).

Poco tiempo después se encontrd en misculo una enzima similar
junto con la enzima formadora de UDP-glucosa (10).

Las dos reacciones que conducen a la formacidn de glucogeno a

partir de glucosa-1l-fosfato son las siguientes:

UDPG + PPi

glucosa-1-fosfato + UTP HDPG pirofosforilasg

UDPG + glucdgeno —»UDP + glucosil (o< 1,4) glucdgeno

En condiciones fisioldgicas se considera que ambas reacciones
son practicamente irreversibles.

Leloir y colaboradores observaron en 1959 que la glucdgeno sin-
tetasa de musculo era fuertemente activada por extractos calentados de
misculo y determinaron que el factor responsable era la glucosa-6-fosfato (1.

Posteriormente,y teniendo en cuenta los cambios provocados por
algunas hormonas en el grado de dependencia de la glucosa-6-fosfato, Villar-
Palasi y Larner postularon la existencia de dos formas dg la enzima; una
cuya actividad era dependiente de glucosa-6-fosfato y otra forma activa
aiin en ausencia de zste metabolito (12).

La forma dependiente de glucosa-6-fosfato fue llamada glucdégeno
sintetasa D, mientras que la forma independiente fue llamda glucdgeno sin-

tetasa 1.
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La glucdgeno sintetasa de misculo demostrd ser altamente especi-
fica con respecto al dador de glucosa; de todos los nucledtido azlcares
probados el mas efectivo fue el UDP-glucosa. También demostrd ser bastan-
te especifica para el aceptor, ya que se encontrd que la velocidad maxima
de la reaccion se lograba cuando Se utilizaba glucdgeno como aceptor de la
reaccion.

Se encontrd luego que las dos formas de la enzima descriptas an-
teriormente son interconvertibles por diferentes mecanismos. Hay eviden-
cias sobre la existencia de una quinasa de miusculo que convierte la forma
I de 1la enzima en forma D (13) de acuerdo a la siguiente reaccion:

glucdégeno sintetasa I + n ATP — glucdgeno sintetasa D + n ADP
siendo la reaccidn inversa cataliza por una fosfatasa
glucdogeno sintetasa D — glucdgeno sintetasa I + nP

Se demostrd que el sitio fosforilado de la glucdgeno sintetasa
era un residuo serina (14) y que la secuencia de hexapéptidos alrededor
del sitio fosforilado

Arg-
Glu-Ile-SerP-Val-Arg
Lis-
era similar al hexapéptido fosforilado de la fosforilasa.

La reaccidén de fosforilacidn catalizada por la quinasa se realiza
en presencia de ATP-Mgtt y es estimulada por el afiadido de 3'S'AMP cicli-
co, no observandose efecto alguno del nucledtido ciclico solo (15) (16).

La quinasa de la sintetasa también es llamada transferasa I qui-
nasa, habiéndose descartado la posibilidad que esta enzima fuera idéntica

a la fosforilasa b quinasa (17). Se encontrd luego un inhibidor de 1la

reaccion de la transferasa I quinasa (18) que esta presente en el sobrena-
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dante después de precipitar la glucdgeno sintetasa y la transferasa I qui-
nasa por acidificacion de los extractos.

Se han descripto otros mecanismos de conversion de la forma I a
la forma D de la sintetasa (16) (19). El agregado de Catt (10-4)M) a pre-
paraciones parcialmente purificadas de glucdgeno sintetasa de misculo es-
quelético de rata produce una rdpida conversidn de la forma I a la forma D
de la enzima; esta reaccidn no requiere ATP, no es estimulada por el 3'5'
AMP ciclico y es irreversible. Esta reaccidn requiere un factor proteico,
aparentemente idéntico al factor activante del Ca"'+ (CAF) responsable de
la activacion de la fosforilasa b quinasa (20).

Se vido luego que también la tripsina, en ciertas condiciones,
produce la conversion de la forma I a la forma D de la sintetasa.

Los tres tipos de glucdgeno sintetasa D obtenidos por esos méto-
dos se compararon (21) y se observd que s8lo la glucdgeno sintetasa D
obtenida por la reaccion de la transferasa I quinasa con ATP-Mg™™+ es capaz
de transformarse nuevamente en glucdgeno sintetasa I.

Con respecto al papel que juegan alpunas hormonas actuando sobre
la sintetasa es importante considerar la accidn de la adrenalina y de la
insulina sobre esta enzima.

En 1961 se encontrd por primera vez en hemidiafragmas de ratas
(22) que la adrenalina disminuia la actividad total de la glucdgeno sinte-
tasa a un 66% de los niveles control; paralelamente se vid que aumentaba
la fosforilasa a y disminuia el contenido de glucdgeno.

Posteriormente (23) se demostrd que la adrenalina no sdlo produ-

cfa una disminucidn de la actividad total de la sintetasa sino también una
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disminucién de la glucdgeno sintetasa I en diafragmas intactos.

Por otra parte se sabe que la insulina aumenta la penetracidn
de glucosa en el misculo y produce acumulacidn de glucdgeno. No se encon-
trd accion de la insulina sobre la UDPG pirofosforilasa o sobre la fosfo-
glucomutasa; en cambio, se encontrd en diafragmas de ratas (13) que la in-
sulina produce un aumento de la forma I mientras que la glucdgeno sinteta-

sa total (I + D) no se modifica.

Fosforilasa.
La fosforilasa del glucdgeno (EC 2.4.1.1.: -1,4-glucan-orto
fosfato glucosiltransferasa) cataliza la reaccidn:

glucosa-1-fosfato + G, &—— G + Pi

(n+l)
donde G, designa al glucdgeno conteniendo n unidades de glucosa.

En 1943 se describieron dos formas de la enzima de misculo es-
quelético de conejo (24) (25) llamadas fosforilasa b y fosforilasa a.

La fosforilasa b es activa 8dlo en presencia de 5'AMP mientras
que la fosforilasa a es activa ain en ausencia de este cofactor. No
obstante, es preciso serialar que el 5'AMP no carece totalmente de efecto
sobre la fosforilasa a, ya que aumenta su actividad en un 25%. Ambas for-
mas de la enzima han sido cristalizadas a partir de misculo esquelétfco
de conejo, rata y seres humanos (26) (27) (28).

La fosforilasa b cristalina tiene la mitad (185.000) de peso mo-
lecular que la fosforilasa a cristalina (370.000) (29).

Ambas formas de la enzima pueden ser disociadas en subunidades
por tratamiento con p-cloromercuribenzoato (en dos subunidades la fosfori-

lasa b, en cuatro subunidades la fosforilasa a) (30) de un peso molecular

de aproximadamente 90.000 cada subunidad (29).
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Hay que anadir a las propiedades quimicas de las dos formas en-
zimdticas otras dos caracteristicas: la presencia de grupos sulfidrilos y
de la coenzima piridoxal-5-fosfato unida a la enzima.
Estas dos formas de la enzima son interconvertibles por un meca-
nismo de fosforilacidn y defosforilacién. Se demostrd que la conversidn
de la fosforilasa b de misculo en fosforilasa a (31) es catalizada por una
enzima que requiere metales divalentes para actuar y que transfiere un fos-
fato del ATP paralelo a una dimerizacidn de la enzima de acuerdo a la si-
guiente reaccidn:

fosforilasa b quinasa

2 fosforilasa b + ATP ® fosforilasa a + 4 ADP
Mgt

La enzima que cataliza esta reaccidn se denomind fosforilasa b quinasa (32)
(ATP: fosforilasa fosfotransferasa EC 2.7.1.38).

En una serie de experimentos tendientes a determinar el sitio
fosforilado durante la conversidon de fosforilasa b en fosforilasa a (33)
se incubd fosforilasa b cristalina con ATP 32P y fosforilasa b quinasa.
La fosforilasa 32P marcada se hidrolizd con tripsina y se aislaron los pép-
tidos radioactivos. Se vid que el grupo fosfato se unfa al grupo OH de
la serina situada en la enzima en la siguiente secuencia de aminodcidos:

Ser-Asp-Glu(NH7) -Ile-Ser-Val-Arg-Gly-Leu
P

La fosforilasa b quinasa de miisculo de conejo ha sido purifica-
da y se determind que su peso molecular excede 1.000.000.

Se ha demostrado que cuando este enzima es extraida de un mis-
culo en reposo, es egencialmente inactiva (forma no activada) a pH 6.8 (34);
sin embargo este enzima puede ser rapidamente activada por diferentes meca-
nismos a una forma con mayor actividad a ese pl (forma activada). Se uti-

liza el grado de activacidn a pH 6.8 con respecto al de pH 8.2 como Indi-




ce de activacidn.

La fosforilasa b quinasa puede ser activada por los mismos tres
mecanismos que transforman la glucSgeno sintetasa I en D, es decir que,
aiin cuando actian sobre reacciones opuestas son sinérgicos en cuanto a los
resultados: por una parte favorecen la glucogenolisis y por la otra frenan
la sintesis de glucodgeno.

Un método de activacidn es por preincubacidn de la fosforilasa b
quinasa no activada con catt en presencia de un factor proteico (KAF) ob-
tenido de misculo esquelético (35). Recientemente (36) se ha demostrado
que este efecto del Cat™ es debido a la activacién de una enzima proteoli-
tica, lo que demuestra que este sistema de activacidn carece probablemén-
te de importancia fisioldgica como mecanismo regulatorio de control enzi-
matico.

Utro método de activacidn es por preincubacidn con tripsina (35).

El tercer método de activacidn, que por otra parte parece ser
el que regula la actividad enzim8tica fisioldgicamente, requiere la fosfo-
rilacidon de la enzima por ATf en presencia de Mgt (34). Incubando fosfo-
rilasa b quinasa purificada de mdsculo de conejo con ATP 32p y Mgtt se
produce la activacidn de 1la eqzima, proceso que esta acompaiiado por la
fosforilacidn de la proteina (37); este tipo de activacidn es potenciado
por el anadido de 3'5'AMP ciclico (38).

Recientemente (39) se purificd una enzima que cataliza la fos-
forilacidon de la fosforilasa b quinasa por ATP en presencia de 3'5'AMP
ciclico; esta enzima se denomind fosforilasa quinasa quinasa y se demos-
trd que la fosforilacidn de la fosforilasa b quinasa tiene lugar en el

grupo OH de la serina al igual que en la fosforilasa del glucdgeno (40).
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Se describid también en miisculo esquelético de conejo (40) (41)
una fosfatasa que libera fosfato de la fosforilasa b quinasa fosforilada
conduciendo a unainactivacidon de la enzima.
La transformacidn de fosforilasa a en fosforilasa b es cataliza-
da por la enzima fosforilasa a fosfatasa (EC 3.1.3.17) de acuerdo a la si-
guiente reaccion: (44):

fosforilasa foéfatasa
fosforilasa a + 4 H,0 » 2 fosforilasa b + 4 Pi

En esta reaccidn el peso molecular de la fosforilasa disminuye
a la mitad (42) con liberacidén de Pi (43).

Esta enzima fue descubierta al mismo tiempo que las fosforilasas
ayb (25) y fue llamada originalmente '"PR enzyme" en la creencia que ac-
tuaba eliminando algiin grupo prostético de la fosforilasa a. La natura-
leza quimica de la reaccidon catalizada por la "PR enzyme' permanecid os-
cura durante un tiempo a pesar que la enzima habia sido parcialmente puri-
ficada y descriptas algunas de sus propiedades. Cuando se determind que
la reaccidn de conversidn de fosforilasa b en fosforialsa a involucraba
la fosforilacidn de la fosforilasa por el ATP (31) (43), se encontrd pron-
to que la reaccidn de conversidn de la fosforilasa a en b en misculo es-
taba acompaiiada por liberacidn de fosfato inorganico (43) (45).

Esa conversidn catalizada por la fosforilasa fosfatasa puede se-
guirse ya sea por desaparicidn de la actividad de la fosforilasa a (medi-
da en ausencia de 5'AMP) o por pérdida del fosfato unido a la enzima
(liberacidn de radioactividad de la fosforilasa a marcada con 32P).

Recientemente (46), trabajando con diafragmas de ratas aislados
se encontrd que la incubacidon de los mismos con glucosa daba como resul-

tado una disminucién de los niveles de fosforilasa a; estudiando este efec-
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con mas detalle (47) se encontrd que tanto la glucosa como el glucdgeno
aumentaban la actividad de la fosforilasa fosfatasa extraida de los diafrag-
mas .

Por otra parte, estudiando la enzima de glandula adrenal, Riley
y colaboradores encontraron un nuevo punto de control del metabolismo del
glucdgeno a nivel de la activacidn de la enzima (48) (49).

También se describid otro pardmetro adicional de control por
formacidn de intermediarios parcialmente fosforilados (50). Estos hibri-
dos "fosfo-defosfo" presentan actividad catalftica y conducta fisico-quimic:
diferentes a las fosforilasa a y b; poseen elevada actividad enzimitica
cudndo se miden a concentraciones elevadas de glucosa-l-fosfato pero esa
actividad disminuye de modo considerable por el agregado de pequefias can-
tidades de glucosa-6-fosfato. Se concluyd a partir de esos datos que va-
riaciones en las proporciones relativas de estos &steres podfan aportar
un control efectivo y sensible a la utilizacidn del glucdgeno.

Con respecto al papel que juegan algunas hormonas en los proce-
so8 de glucogenolisis es importante mencionar los efectos provocados por
la adrenalina y la insulina.

En 1951 (51) se demostrd que, cuando los diafragmas de ratas
aislados se incubaban con adrenalina habfa un gran aumento en la actividad
de la fosforilasa a junto con una muy activa glucogenolisis. Esos experi-
mentos se repitieron usando gastrocnemio de rata "in vivo" y sartorio de
rana "in vitro" (52); en ambos casos los niveles de fosforilasa a se ele-
varon a expensas de la fosforilasa b después del tratamiento con adrenali-
na.

El mecanismo por el cual la adrenalina activaba la conversion
de fosforilasa b a fosforilasa a fue dilucidado por Sutherland y colabo-

radores, quisnes aislaron la substancia que actida como mediadora de la
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accion de la adrenalina, el 3'5'AMP cfclico. Se explicaba entonces la ac-
cion de la adrenalina, la cual acelera la reaccidn catalizada por la enzi-
ma adenilciclasa:
adeniciclasa
ATP —» 3'5'AMP ciclico + PPi

Fue en 1965 (53) que se dieron las primeras evidencias de que
degpués de la administracidn de adrenalina habfa un aumento de la actividad
de la fosforilasa b quinasa, paralelo a un aumento de los niveles de fos-
forilasa a y de 3'5'AMP ciclico. Determinaciones similares se realizaron
después de la estimulacidn eléctrica, comprobadndose aumento de los nive-
les de fosforilasa a y de la actividad de la fosforilasa b quinasa sin un
aumento correlativo de los niveles de 3'5'AMP ciclico. Es decir que 1la
fosforilasa b quinasa era estimulada en la estimulacidn eléctrica por un
mecanismo independiente del aumento de los niveles de 3'5'AMP ciclico.

Con respecto al papel de la insulina se demostrd recientemente
que en misculo esta hormona inhjbe parcialmente el efecto de la adrenali-
na sobre la fosforilasa (54).

Tenemos hasta ahora un panorama bastante completo (y complejo)
de los mecanismos que se ponen en juego para degradar el glucdgeno. Sodlo
nos resta considerar la importancia relativa de ambas formas de la fosfo-
rilasa en condiciones fisioldgicas.

Durante muchos afios se aceptd que la fosforilasa a era la dnica
forma activa en condiciones fis;olégicas. Noobstante, cuando se midieron
las concentraciones de 5'AMP en misculo se concluyd que, en condiciones
normales, gran parte de la fosforilasa b tendria que ser activa.

Esos resultados, contradictorios con datos anteriores, conduje-
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ron a un profundo estudio de los factores que afectan la actividad de am-
bas formas de fosforilasa.

Se encontrd entonces (55) que el ATP era un poderoso inhibidor
de la activacidn de la fosforilasa b por el AMP y luego que tambi&n el ADP
y la glucosa-6-fosfato actuaban como inhibidores en esas condiciones (56).

Se usaron entonces concentraciones fisioldgicas de los metaboli-
tos en los ensayos y se determind que en esas condiciones la Gnica forma
activa era la fosforilasa a mientras que la fosforilasa b era activa cuan-
do las concentraciones de los metabolitos eran superiores a las normales
(57).

La actividad glucogenolitica esta entonces mediada por dos meca-
nismos. Uno de ellos, que no requiere energia, es la activacidon de la
fosforilasa b por el AMP en condiciones no fisioldgicas. EL otro, mis
efectivo y cuantitativamente mis importante en tejidos normales, es la
conversidén de la fosforilasa b en fosforilasa a.

El propésito del trabajo que presentamos es el de contribuir al
esclarecimiento de los mecanismos de control de los depdsitos energéticos
del misculo, estudiando la regulacidn enzimitica de los niveles de fos-
forilasa a. También tratamos de determinar el rol que juega el 3'5'AMP
ciclico en estas reacciones, conociendo el papel clave de este metabolito

én numerosos procesos bioldgicos.
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PARTE EXPERIMENTAL

A) MATERIALES Y METODOS

Esta descripcidn se divide en dos partes:

I) Métodos utilizados en la preparacidon y ensayo de la fosforilasa b
quinasa.

1I) Métodos utilizados enla preparacién y ensayo de la fosforilasa a

fosfatasa.

I) FOSFORILASA b QUINASA
a) Preparacion.

La fosforilasa b quinasa se prepard a partir de misculo de co-
nejo de acuerdo al método de Krebs y colaboradores (63) con algunas mo-
dificaciones.

Los conejos se anestesiaron con pentobarbital sddico adminis-
trado por via endovenosa. La dosis utilizada fue de 100 mg por Kg de pe-
so. Los animales se decapitaron y desangraron. Los musculos dorsales y
de las patas fueron e xtraidos y rapidamente enfriados en hielo. Luego
de ello el tejido se homogeneizd en licuadora con 2.5 volimenes de EDTA 4
x 1073 M. El homogeneizado se centrifugd a 10.000 r.p.m. durante 20 mi-
nutos y el sobrenadante asi obtenido se filtrd por lana de vidrio para
eliminar el material lipidico. El pH del extracto frio, que estaba usual-
mente dentro de un rango de pH entre 6.5 y 6.7 se ajustd a pH 5.2 con
Acido Ac€tico, a partir de lo cual la solucidn se enturbid ligeramente.
Después de dejarla en frfo durante 5~10 minutos se centrifugd nuevamente
a 7.000 r.p.m. durante 20 minutos. El precipitado se retomd y homogenei-
20 en un homogeneizador de vidrio-teflon con uma solucidén (20 m1/100 gr.
de tejido) de EDTA 4 x 10-3 M, controlando luego.que el pH se mantenga

entre 7 00_7 . l .
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La suspensidn ("precipitado dcido") se centrifugd 2 horas a 105.000 x g.

Ll precipitado ("precipitado sin lavar") se purificd disolviéndolo en CIN,
0.05 M (10 m1/100 gr de tejido) y centrifugandolo a 105.000 x g durante 90
minutos. El sedimento obtenido luego de tres ciclos de resuspensidn y cen-
trifugacion (''precipitado lavado'") se resuspendil en agua y se incubd en

las condicdones descriptas abajo.

b) Ensayo.
El ensayo de la fosforilasa b quinasa (Figura 1) consta de tres
etapas:
I) activacion de la fosforilasa b quinasa
II) activacidn de la fosforilasa
III) ensayo dc la fosforilasa a formada
En la primera etapa se incuba la enzima no activada con buffer y
mercaptoetanol en presencia de distintos agregados con diferente capacidad
de activacidn de la enzima a 30® durante 10 minutos. Se detiene la reac-
cidn por el agregado de 2.9 ml de una solucidn de mercaptoetanol 0.01 M,
buffer glicerofosfato pH 6.8 0.005 M y EDTA 0.0005 M.
En la segunda etapa se toma una alicuota de la reaccidn anterior
y se la incuba nuevamente a 30°C en presencia de ATP 0.018 M + Mg(Ac),
0.060 M (0.010 ml), buffer a pH 6.8 6 a pH 8.2 (0.010 ml) y fosforilasa b
(0.020 ml). Se detiene la reaccidn por el agregado de 1.14 ml de una solu-~
cion fria conteniendo buffer glicerofosfato pH 6.8 0.04 M, EDTA 0.02 M,
FNa 0.05 M y mercaptoetanol 0.02 M,
En la tercera etapa se determina la fosforilasa a formada incu-
bando una alicuota de la reaccidn anterior con glucdgeno y glucosa-l-fosfato

y determinando la liberacidn de fdsforo inorganico por el método de Fiske
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y Subbarow (64). Se define 1 unidad de fosforilasa b quinasa como la can-
tidad de enzima que produce 1l nmole de fosforilasa a por minuto por ml de

mezcla de ensayo.

c) Activacidn de la fosforilasa b quinasa.

El procedimiento usual fue incubar una solucidn relativamente
concentrada de quinasa a 30°C con los componentes activantes. Estos eran:
a) tripsina, b) ATP-Mg++ t 3'5'AMP ciclico, c) Catt, d) Mgtt. Después de
un tiempo determinado se pard la reaccidn per dilucidn como se describid
anteriormente. Esa dilucidn detenia en forma efectiva la activacidn, man-
tenia la quinasa y se diluian los componentes activantes de manera que ca-
recian de efecto sobre la reaccién de ensayo de la quinasa. La quinasa di-
luida se ensayaba luego para determinar el grado de activacidn congeguida.
Si se considera que la quinasa no activada tiene poca actividad a pH 6.8 y
considerable actividad a pH 8.6 mientras que la quinasa activada tiene gran
actividad a ambos pH, se puede concluir que un iIndice conveniente del grado
de activacidn logrado es la proporcidn entre el grado de actividad a pH 6.8
sobre el grado de actividad a pH 8.6, Para la quinasa no activada la re-
lacidn es inferior a 0.1 y se eleva a 0.6 a 1.0 para la quinasa activada

de acuerdo a las condiciones.

I1) FOSFORILASA a FOSFATASA

a) Obtencidn de la enzima.

La fosforilasa a fosfatasa se obtuvo a partir de mdsculo pectoral
de paloma.
El tejido se homogeneizd con 2 volimenes de sacarosa 250 mM con-

teniendo buffer glicilglicina 50 mM pH 7.2 y se ajustd a pH 7.0. Alicuotas

55—
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del homogenato fueron incubadas por diferentes periodos de tiempo a 37°C
sin ningiin agregado. Las muestras se pasaron luego por columnas de Sephade
G-25 (1 cm x 20 cm) equilibradas con sacarosa 250 mM y buffer glicilglicina
50 mM pH 7.2; se recogid el primer 1.5 ml de eluido coloreado. Ese eluido
"preparacidn cruda' se usd directamente como fuente de enzima en incubacio-
nes posteriores o se precipitd por adicidn de 1.5 ml de una solucidn de
SOA(NH4)2 (saturado a 5°C y conteniendo EDTA 1 mM). E1l pellet obtenido
por centrifugacidon a 10.000 x g durante 15 minutos se resuspendid en saca-
rosa 250 mM y buffer glicilglicina 50 mM pH 7.2 y se pasd la suspensiodn
por columnas de Sephadex G-25 para obtener la ''preparacidn de SOA(NH4)2'H

En algunos experimentos las columnas de Sephadex se equilibraron
con ClNa 20 mM en lugar del buffer glicilglicina; en esos casos los elui-
dos se ajustaron a una concentracién final de 0.05 M con buffer N-etil-
morfolina pH 7.2 por afadido de solucidén 1 M.

Las determinaciones proteicas en el eluido de Sephadex se lle-
varon a cabo por el método de Lowry y colaboradores (65).

Las condiciones para la reactivacidn o inactivacidon de la fos-
fatasa variaron de acuerdo al tipo de preparacion enzimatica.

Cuando se usd la "preparacidn cruda" se incubaron 0.25 ml de en-
zima a 37°C con las adiciones que se indican en un volumen total de 0.3 ml.
Las reacciones se detuvieron por dilucidn con 2.7 ml de una solucidn frfa
conteniendo mercaptcetanol 10 mM, EDTA 5 mM y buffer glicorofosfato pH 6.8
40 mM. En las muestras diluidas se ensayd la actividad de fosforilasa a
fosfatasa.

Cuando se usd la 'preparacidn SOQ(NH4)2“ como fuente de enzima

se incubd 0.05 ml con las adiciones correspondientes, en un volumen total



-18-
de 0.06 ml. Las reacciones se detuvieron con 0.54 ml de la solucidn frfa
de mercaptoetanol-EDTA-buffer glicerofosfato y se ensayé la actividad en-

- - 3
zlmatica.

b) Ensayo.

La actividad de la fosforilssa a fosfatasa se determindé usando
como sustrato fosforilasa a de miisculo de conejo marcada con 32p y siguien-
do la liberacidn de fosfato radioactivo soluble en &cido tricloroacético.

La mezcla de ensayo de la fosforilasa a fosfatasa contenia:

0,02 ml de enzima
0.01 ml de fosforilasa a 32p (48 unidades Cori; 1.000-3.000 cuentas por mi-
nuto por unidad Cori).

Las incubaciones se llevaron a cabo a 30°C durante 5 minutos y
se detuvieron por el agregado de 1 ml de acido tricloroacético al 5%. Des-
pués de centrifugar a 3.000 revoluciones por minuto en una centrifuga cli-
nica durante 30 minutos, se transfirieron los sobrenadantes a viales con-
teniendo 0.04 ml de KOH 60%. Después de anadirles 5 ml de solucidn prepa-
rada de acuerdo a Bray (66) se midid la radioactividad en un egpectrofotd-
metro de centelleo liquido.

El fosfato radioactivo liberado durante la incubacidn se expresd
como fosforilasa a consumida de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

i id . .
pmoles de fosforilasa a consum i cuentas liberadas/minuto P a

= cuentas iniciales/minuto t.k

por unidad de tiempo
t = tiempo de incubacidn (5 minutos)

P a= actividad inicial de fosforilasa a en la mezcla de ensayo (48 unidades)

k= unidades Cori por pmol de fosforilasa a (0.93); este valor se estimd
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suponiendo una actividad especifica de la fosforilasa a de 2.515 unida-

des Cori/mg y un peso molecular de 370.000 (26).

c) Preparacidn de fosforilasa a radioactiva.

La fosforilasa a radioactiva se prepard por fosforilacidn enzimi-
tica. Se incubd una mezcla conteniendo:
1 ml de fosforilasa b cristalina de miisculo de conejo (60.000 unidades Cori).
0.015 ml de mercaptoetanol 1 M
0.200 ml de buffer Tris-HCl pH 8.6
0.1 ml de acetato de magnesio 1 M
1,2 ml de ATP 32p (5.109 cuentas por minuto; actividad especifica 1 mC/mmol)
0.2 ml de fosforilasa b quinasa (11,4 mg de proteina/ml)

durante 20 minutos a 30°C.

La reaccidon se detuvo por el agregado de una solucidn conteniendo
Fla 100 mM, buffer glicerofosfato pH 6.6 80 mM, mercaptoetanol 40 mM y EDTA
20 mM. Después de afiadir 0.05 ml de ATP 100 mM y 0.05 ml de buffer fosfato
pPH 7.0 1 M se enfrid la mezcla en hielo durante 60 minutos.

La fosforilasa a cristalina marcada se recogid por centrifugacion
a 10.000 x g durante 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y el preci-
pitado se resuspendid en 10 ml de una solucidn conteniendo FNa 50 mM, buf-
fer glicerofosfato pH 6.8 40 mM, EDTA 10 mM, mercaptoetanol 20 mM, 0.05 ml
de ATP 100 mM y 0.05 ml de buffer fosfato pH 7.0 1 M. Se agitd la mezcla
a 37°C hasta disolucidn de la fosforilasa y se dejd cristalizar a 0°C du-
rante 60 minutos.

Después de 53-8 cristalizaciones el precipitado de fosforilasa a
cristalina marcada se resuspendid en 5 ml de una solucidn conteniendo buf-

fer glicerofosfato pi 6.5 5 mM, mercaptoetanol 10 mM, y EDTA 1 mM, mas ATP
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y buffer fosfato como se indicd anteriormente y se dializd contra la misma
solucidn con excepcidn del ATP y del buffer fosfato que se omitieron.

Después de 6-16 horas se afiadid mas ATP y buffer fosfato a la
bolsa de dialisis y se renovd la solucidn de didlisis. La adicion de ATP y
buffer fosfato y el cambio de la solucifén de didlisis se repitieron 3-5
veces. Finalmente, la enzima se dializd contra la misma solucidn, omitiendo
el agregado de ATP y de buffer fosfato a la bolsa de dialisis.

En una preparacion tipo se obtuvieron 3 ml de fosforilasa a con
las siguientes caracteristicas:
actividad enzimatica: 14.000 unidades Cori/ml
actividad especifica: 5.000 cuentas por minuto por unidad Cori

relacion de fosfato radioactivo unido a fosfato radioactivo libre: 138

d) Preparacion del ATP marcado.

E1 ATP 32p ge prepard de acuerdo a Lowenstein (67) con algunas mo-—
dificaciones. 1l0umoles de ADP y 10 mC de fosfato radioactivo libre de
portador se convirtieron en sal de piridina por pasaje a través de una co-
lumna de Dowex 50 (0.8 x 10 cm) ( X4,20-50 mesh, forma H+) afadiendo piri-
dina en exceso al percolado. La mezcla se secd en un evaporador rotatorio
y se aifiadid® luego 0.45 ml de piridina, 0.05 ml de agua y 100 mg de diciclo-
hexilcarbodiimida en un tubo grueso de vidrio.

Después de aifiadir perlas de vidrio (3 mm de didmetro) se tapd
el tubo con una goma cubierta por una hoja de aluminio y se agitd a tempe-
ratura ambiente durante 16 horas en un agitador Griffin.

La reaccién se pard por el agregado de 10 ml de agua y se filtrd
la mezcla a través de un embudo con algoddén. Se concentrd el filtrado en
un evaporador rotatorio y se colocd luego en una banda de 10 cm de largo

en papel Whatman 3 MM. La cromatograffa se llevd a cabo en un solvente de
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etanol-acetato de amonio (68) a pH 7.2 durante 20 horas. El acetato de
amonio se lavG con etanol absoluto y la banda radioactiva se eluyd con agua.

Habitualmente, 60% del fosfato radioactivo se recuperd como

ATP32pP

e) Preparacidn de la fosforilasa b cristalina.

La fosforilasa b cristalina de misculo de conejo se prepard de
acuerdo a Fischer y Krebs (27).

Se anestesia un conejo por via intravenosa con 400 mg de Pento-
barbital S6dico disueltos en 5 ml de agua. Se desangra al conejo y se le
extraen los misculo a temperatura ambiente, homogeneizindolos luego en una
picadora de carne. Se mezclan los misculoscon 1 volumen de agua y se dejan
reposar 10 minutos. Se filtran y al liquido de filtrado se lo recoge en
frio, repitiéndose 2 veces mids esta operacidn.

Se juntan los liquidos de los filtrados y se llevan a pH 5.2
con Acido Acético 1 N, centrifugando luego a 7.000 r.p.m. durante 15 minu-
tos. El sobrenadante se filtra por papel y se neutraliza con Bicarbonato
de Potasio s8dlido. Se anaden luego 0.7 volumenes de Sulfato de Amonio Sa-
turado y se deja sedimentar en frio durante la noche. Se descarta el so-
brenadante y el precipitado se pasa a una bolsa de dialisis y se dializa
contra Tris-HCl pH 7.4 durante la noche. El dializado se lleva a 20 mM
mercaptoetanol y 1 mM EDTA y se ajusta a pH 8.8 con Tris 2 M. Se calienta
luego 1 hora a 37°C, neutralizando con Acido Acético 1 N y eliminando el
precipitado con centrifugacidon. Se agrega luego 1/100 del volimen de AMP
0.1 My 1/100 de Acetato de Magnesio 1 M y se deja cristalizar en frio.

Previa a su utilizacidn la fosforilasa b se pasa por una columna
de celulosa con carbdn activado a fin de eliminar el AMP utilizado para

su cristalizacion.
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PARTE EXPERIMENTAL

B) RESULTADOS

I) FOSFORILASA b QUINASA

Estudiando en detalle la activacion de la fosforilasa b quinasa
en distintas condiciones se encontrd un nuevo mecanismo de activacidn de
esta enzima.

En la Figura 2 se muestra una curva de tiempo de la activacion
de la fosforilasa b quinasa por preincubacidn con Mg++. Las activaciones
descriptas anteriormente en la Introduccidn y la que se muestra en la fi-
gura se caracterizan por provocar un aumento de la actividad de la enzima
a pH 6.8 mientras que la actividad de la enzima medida a pH 8.2 sufre
poca o ninguna variacion. Puede verse que la actividad con Mg++ sigue
un curso lineal durante los 10 primeros minutos de incubacién. También
se observa que,contrariamente a lo que ocurre cuando se preincuba la
enzima con AIP-Mg+ﬁ el agregado de 3'5'AMP ciclico no modifica el grado
de activacidn provocado con el Mg++ solo.

La activacidn provocada por la preincubacidn de la enzima con
Mg++ planted algunas dudas sobre la necesidad del requerimiento de ATP
en ausencia del 3'5'AMP ciclico. Ln la Figura 3 y en la Figura 4 A se
puede ver que la activacidn provocada por concentraciones de ATP y Mg++
equimoleculares es practicamente despreciable. Sin embargo, en esas com-
diciones, el agregado del nucledtido ciclico fue un requerimiento impor-
tante para la conversion de la enzima. Por el contrario, cuando las con-
centraciones de Mg++ superaron a las de ATP, la velocidad de la reac-
cién fue similar a la observada en presencia del Mgt solo (Figura 3).

El 3'5'AMP ciclico no solo estimulé la activacidn provocada por
concentraciones equimoleculares de ATP—Mg++ sin9 también la lograda en

condiciones en que la concentracidon de Mg++ superaba a la de ATP ( Figura
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FIGURA 1l.- Esquema general del ensayo de la fosforilasa b quinasa.
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FIGURA 2.- Curva de tiempo de la activacidén de la fosforilasa b quinasa

por incubacidn con Mgtt.

El "precipitado Acido" se dializd contra agua durante 4 horas.
Se tomaron alicuotas de esta preparacidn de 0.020 ml y se incubaron como
se describid anteriormente; cuando se afiadiS, la concentracion de 3'S5'AMP
ciclico fue de 2 x 10-6 M. Las actividades estan expresadas ccmo unidades

de quinasa en la mezcla de incubacién de la activacidn.
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FIGURA 3.- Curva de tiempo de la activacion de la fosforilasa b quinasa

por diferentes agregados.

Las concentraciones de las substancias que se agregaron fueron:
ATP=Mg**, ATP 5 mM y CloMg 5 mM; ATP=Mg** mds 3'5'AMP ciclico, igual que
la anterior pero conteniendo 3'5'AMP ciclico 2 x 1076 M; ATP ¢ Mg*t, ATP
2.5 mM mds ClyMg 5 mM; ATP( Mgt mas 3'5'AMP ciclico, igual que la ante-
rior pero conteniendo 3'5'AMP ciclico 2 x 10-6 M; Mgt CloMg 5 mM; Ca++,
ClpCa 5 md. Las actividades de quinasa se determinaron a pH 6.8. Las

condiciones restantes fueron como las de la Figura 2.
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FIGURA 4.- Activacidon de la fosforilasa b quinasa en diferentes condiciones.

a) Activacion de la enzima variando [ATP] y [Mg+ﬂ en concentra-
ciones equimoleculares, en presencia y ausencia de 3'5'AMP cficlico o
CloMg 5 mM.

b) Activacion de la fosforilasa b quinasa variando la concentra-
cién de Mgtt, en ausencia y en presencia de ATP y Cl)Mg a concentraciones
equimoleculares (5 mM). El tiempo de incubacidén fue de 2 minutos. La ac-
tividad inicial de fosforilasa b quinasa (pH 6.8) en la mezcla de acti-
vacion fueron 16.5 unidades. Las activaciones se expresaron como aumentos
en la actividad de quinasa (pH 6.8) por minuto, en la mezcla de activacidn.

Las condiciones restantes son las de la Figura 2.
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). Ademas, la curva de tiempo obtenida en esas condiciones, parece
a suma de la obtenida en presencia de Mg++ mias la correspondiente a
acubacidn con 3'5'AMP ciclico mas concentraciones de ATP-Mg'" equim
ulares.

Se determind el efecto de la variacion de la concentracion
gtt sobre la actividad de la quinasa en ausencia y en presencia de
entraciones equimoleculares de ATP-Mg++ (Figura 4 B). El efecto es
atorio del ATP-Mgtt sobre el Mg++ s81lo se hizo evidente a bajas con
raciones del catidn.

En la Figura 5 se muestra el efecto de diferentes concentr
iones de Catt y de Mg++ sobre la actividad de la quinasa. Pueden ¢
arse activaciones manifiestas por preincubacidn con Ca++ a concentr
iones superiores a 104 M mientras que la activacidn por Mgtt se co
ue con concentraciones superiores a 10-3 M.

Cuando se purificd el 'precipitado acido" por centrifugaci
ucesivas a 105.000 x g se observS que la capacidad de la fosforilas
uinasa de las distintas fracciones obtenidas, de ser activadas por
gtt & ATP-Mg** mds 3'5'AMP ciclico, variaba significativamente (Tab
si por ejemplo, la fraccidn sobrenadante de 105.000 x g respondia p
entemente al Ca++, mientras que el precipitado de 105.000 x g lo ha
referentemente con el Mg**.

Por otro lado, todas las fracciones obtenidas fueron activ
les en grado similar por ATP—Mg++ mas 3'5'AMP ciclico.

Es importante destacar que luego de un lavado el precipita
e 105.000 x g perdia casi toda la capacidad de responder al Megtt.
atos indicaban de hecho que se requeria cierto factor para activar

a fosforilasa b quinasa en presencia de MgHt. Tal requerimiento se
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FIGURA 5.- Activacidon de la fosforilasa b quinasa en funcidn de la concen-

tracién de Ca'*t o;ﬂgf+.

Las condiciones son similares a las de la Figura 3.
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TABLA I

Actividad de fosforilasa b quinasa y activacidn por varios agenteg de dis-

tintas fracciones de fosforilasa b quinasa de misculo de conejo.

FRACCIOnN ACTIVIDAD ACTIVACION
(porcentaje/min) (*)

u/mg/ 6-8 ATP . Mg
prot. 8.2 U/ml g™ catt 35000

Precipitado Acido 17.2 0.17 234 S.7 100 7.8

sobrenadante de 105.000 x g 21.1 0.12 93 3.5 221 9.4

Precipitado de 105.000 x g 12.9 0.20 377 7.4 59 5.2

Sobrenadante de 105.030 x g

centrifugado a 155.000 x ¢ 65.3 0.11 182 2.1 61 15.1

(precipitado)

Precipitado lavado dec 15.7 0.24 412 1.2 14 5.5
105.000 x ¢

E1 fraccionamiento se ¢fectud segin se indicd en el texto. Las
activaciones se cfectuaron segiin las condiciones indicadas en la Figura
4.

(*) Incremento en actividad de quinasa kvnidades a pH 6.8)/ minutos/ac-

tividad quinasa (unidades a pH 8.2)] x 100.
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cia en la Figura 6. Se puede ver que solo cuando se incubaba con Mg++

y con dicho factor hay activacidn de la enzima. También se observa que

dicha activacion es proporcional a la cantidad de factor utilizado.

E1l factor responsable de la activacidn por Mg++ pudo ser sepa-
rado del correspondiente a la activacién por Catt segln dos procedimien-
tos:

a) Cromatografia en TEAE-celulosa. En esas condiciones se separd una
fraccidon que sobresalia con el pico de exclusidn y que tenia la pro-
piedad de restablecer el efecto del Mp*t., Esta fraccidn carecfa casi
complctamente de actividad de fosforilasa b quinasa y del factor pro-
teico requerido para la activacion del catt (Figura 7).

b) Absorcidn selectiva en (el de Fosfato de Calcio. Se separd una
fraccidén con caracteristicas similares a la anterior (Figura 8).

Varias evidencias indican que la activacidon de la quinasa por
Mg++ no requiere ATP. La dialisis de la enzima o la adicidn de hexoqui-
nasa mas glucosa a la mezcla conteniendo Mg++ no modificaba el grado de
activacidn provocado. Por otra parte, ya se vid que cuando se afnade ATP
a la mezcla conteniendo Mgtt solo se consigue estimular la conversidn de
la quinasa a concentraciones del nucledtido superiores-a 1074 M (Figura
4 A) mayores que la coucentracidn de ATP presente en la preparacidn enzi-
mitica (1072 M).

El tratamiento de la fosforilasa b quinasa con Hg++ da lugar
a una modificacidn en sus parametros cinéticos (Tabla II). Comparando
la enzima no activada con respecto a la activada con Mg++ se vid que es-
ta tltima sufre un aumento de la velocidad m3axima a pH 6.8 cuando se la
ensaya a altas concentraciones de su sustrato, la fosforilasa b. En

esas condicioneg no se observd ningin cambio de la K aparente (Figura 9).
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FIGURA 6.- Requerimientos para la activacion de la fosforilasa b quinasa

por iones §g++.

El "precipitado lavado" (0.04 ml) se incubd 4 minutos o no se

incubd en ausencia o presencia de Mg't y en ausencia (barras vacfas) o en
presencia (barras rayadas y barras llenas) de 0.02 ml de 'precipitado no
lavado" diluido. Los niimeros encima de las barras indican la relacidn

de actividad de la quinasa medida a pH 6.8 y 8.2. Las condiciones restan-

tes son similares a las de la Figura 3.
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FIGURA 7.- Cromatografia en TEAE-celulosa de un "precipitado no lavado".

La columna (0.2 x 4.5 cm) equilibrada con N-etilmorfolima pH 7.0
50 mif se cargd con 2 ml del precipitado resuspendido (9 mg de proteina/ml).
Luego de lavar con el mismo buffer se eluyd por etapas con las concentra-
ciones de Cliia indicadas por las flecnas conteniendo dicho buffer. E1 vo-
lumen de cada fraccion fue de 2 ml., Las activaciones se realizaron uytili-
zando como fuente de fosforilasa b quinasa un "precipitado lavado" segim
las condiciones indicadas en la Figura 6.
Barras claras: activacion por lgtt,
Barras oscuras: activacidn por Ca'tt.

Circulos oscuros: contenido en proteina.
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FIGURA 8.- Adsorcion en Gel de Fosfato de Calcio.

Un 'precipitado no lavado" (0.6 ml) se adsorbid con cantidades
variables de un precipitado dc gel de fosfato de calcio en presencia de
buffer N-etilmorfolina pH 7.0 50 mM. La mezcla se dejo a 0° durante 10
minutos y se centrifurd a 1U.000 x p durante 10 minutos y se centrifugd
a 10.000 x g durante lU minutos. lLas activaciones se realizaron utilizan-
do como fuente de fosforilasa b quinasa un 'precipitado lavado' segun las
condiciones indicadas eun la Tipura 6.

Larras claras: activacidn por igtt
Barras oscuras: activacidn por Ca

Circulos oscuros: contenido total de proteina en cada fraccion.
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TABLA II

Parametros cinéticos de la fosforilasa b quinasa activada o no por iones

Mgtt.

QUINASA ENSAYO PARAMETRO CINETICO
pH Vmx Sp.5 n

(umoles/min/ml) (M.1077)

6.8 26.3 9.1 1.1
No Activada

8.2 300 7.4 1.1

6.8 71.4 9.7 1.1
Activada

8.2 300 7.4 1.1

Los valores obtenidos han sido calculados a partir de los resul-

tados indicados en la Figura 9.
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FIGURA 9.- Actividad de fosforilasa b quinasa enfuncidén de la concentraciodn

de fosforilasa b en el ensayo.

El "precipitado 3cido" se incub8 (©O) o no se incubd @) a 30°
durantc 10 minutos en presencia de iones ipgtt seglin las condiciones de la
Figura 3. Luego se ensayd la actividad de fosforilasa b quinasa en pre-
sencia dc concentracionecs variables de fosforilasa b. Los resultados ob-

tenidos se graficaron segiin el método de Lineweaver vy Burk.
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La activacion de la fosforilasa b quinasa por Mg++ o por
ATP-Mg** con o sin 3'5'AMP ciclico pudo ser inhibida por un extracto ca-
lentado de misculo. Ege inhibidor (18) es muy similar al factor inhibi-
dor de la glucSgeno sintetasa. Ambos factores no pudieron ser separados
por cromatografia en Sephadex C-~75 o en TEAE celulosa, a pesar que la
activacion de la fosforilasa b quinasa era mas sensible al inhibidor
que la conversidn de la glucdgeno sintetasa. En la Tabla III se mues-
tra la inhibicion de la activacion de la fosforilasa b quinasa en dis-
tintas condiciones. Puede verse que la activacidon por Mg++ es muy sensgi-
ble a este factor; también se observa que,cuando la concentracidn de ATP
iguala a la de Mgtt, el agregado de 3'5'AMP aumentd sensiblementé la ca-
pacidad de inhibicidén. La activacidn por Catt fue sensible a este factor
inhibidor.

Finalmente, y con objeto de determinar la reversibilidad del
proceso de activacién provocado por el Mgt se tomS una enzima activa-
da, se la purificd por centrifugacién a 105.000 x g y la enzima asi ob-
tenida se incubd con mercaptoetanol (Figura 10). Puede verse que la
enzima perdid actividad cuando se la ensayd a pll 6.8 y a pH 8.2, Sin
embargo, ambas actividades se recuperaron parcialmente cuando se incu-
b8 la quinasa inactivada con ATP-tgtt y 3'5'AMP ciclico. Esos resulta-
dos sugieren la posibilidad que la quinasa activada por Mg™ puede re-

vertir a una forma inactiva a ambos pH (fosforilasa b quinasa inactiva).




—47-

TABLA III

Efecto de un extracto calentado de misculo sobre las activaciones de 1la

fosforilasa b quinasa.

ACTIVACION ADICION DEL INHIBIDOR
Ninguno antes despues
activacion activacion

Mgtt 2.85 0.45 2.10
catt 54.00 24 55.80
ATP = Mg 0.60 0.45 1.20
ATP=Mg + 3'5'AMP 6.45 0.45 6.30
ATP < Mg+t 3.30 1.20 3.90
ATP ¢ Mgtt-3'5'AMP  10.65 1.80 10.50

INHIBICION

%

84
56
25
93
64

85

Las activaciones se realizaron en condiciones similares a las

indicadas en la Fipura 4 en presencia o ausencia de .020 ml de 'extracto

calentado".

co y dializd segin el método indicado previamente (18).

El "extracto calentado" se precipitd con acido tricloroacéti-

Los valores in-

dicados en las 3 columnas centrales corresponden al incremento en acti-

vidad de quinasa (unidades a pH 6.8/min).
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FIGURA 10.- Reversidn de la fosforilasa b quinasa activada por ggf+.

El "precipitado no lavado' obtenido a partir de 20 ml de ''pre-
cipitado acido'" se resuspendido en 5 ml y se dializd durante 3 horas con-
tra agua. La preparacion dializada (relacidn de actividad a pll 6.8 y 8.2,
0.10) se incubd a 30° durante 10 minutos con los siguientes agregados:
buffer N-etilmorfolina pH 7.0, 150 sumoles; mercaptoetanol, 120 smoles y
Cl)Hg 60umoles. E1 volumen total fue de 5 ml. La reaccidn se paré por
el agregado de una solucidn fria conteniendo buffer glicerofosfato pH 6.8,
50 mM; mercaptoetanol 25 mf, INa 65 m! y EDTA 12,5 ml!{. Esta preparacidn
se centrifugd durante 90 minutos a 105.000 x g y el precipitado obtenido
se tratd por el proccdimiento de resuspension -centrifugacidn descripto.
El precipitado final se resuspendid en 1 ml de agua y se incubaron ali-
cuotas de 0.040 ml a 30° en presencia de mercaptoetanol 20 mM y N-etil-
morfolina pH 7.0, 25 mM. El volumen total fue 0.1 ml. La reaccidn se
pard a los tiempos indicados como se describid anteriormente. Cinco minu-
tos antes de parar la reaccidn (flechas verticales) algunas incubaciones
no recibieron (siubolos llenos) pero otras si recibieron (simbolos vacios)

0.020 wl de una solucidn conteniendo ATP 25 mi, ClpMg 25 mM v 3'5'AMP ci-

clico 2 x 107 .
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PARTE EXPERIMENTAL

B) RESULTADOS

II) FOSFORILASA a FOSFATASA

Conversion de fosforilasa a 32P marcada en fosforilasa b.

La conversion de fosforilasa a en fosforilassa b puede seguirse
ya sea por la desaparicidn de la actividad de la fosforilasa a o por la
liberacidn de fosfato inorganico radioactivo.

Como puede verse en la Figurall, hay una buena correlacidon en-
tre el fosfato radioactivo liberado y la disminucién de la actividad de
la fosforilasa a en el ensayo standard.

La Tigura 2 muestra que la liberacion de radioactividad de la
fosforilasa 3_32P marcada es proporcional al tiempo de incubacidn y a

la concentracion de la enzima,

Caracteristicas de la conversion de la fosforilasa a 32p marcada en fos-

forilasa b.

Efecto de la concentracion de substrato.

in la Figura 13 se muestran los rrificos de las inversas de las
velocidades inicianles de la reaccidn catalizada por la fosforilasa fos-
fatasa de misculo contra la concentracidn de la fosforilgsa a 32 marcada.

La inactivacidn de la fosforilasa fosfatasa disminuye la vclo-
cidad mdxima, no observandose cambio alsuno en la K aparente para la
fosforilasa a 32p marcada.(curvas a y b). A pll 6.8, en presencia de teo-
filina 0.45 mM el valor de la constante apareute de Michaelis fue 0.25

x 1076 M dc¢ fosforilasa a 32P marcada (230 unidades Cori/ml). Cuando
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FIGURA 11.- Correlacion entre el cambio de actividad enzimdtica y la libe-

racion de fosfato radioactivo soluble en acido tricloroacético durante la

incubacidn de fosforilasa fosfatasa de misculo pectoral de paloma con fos-

32,

forilasa a marcada con

Una''preparacion cruda' se obtuvo a partir de un homogenato de
misculo pectoral de paloma que no fue incubado a 37°. La enzima se dilu-
y6 en buffer glicerofosfato pH 6.8 40 mM, conteniendo EDTA 5 mM y mercap-
toetanol 10 mM para obtener una concentracidn de 0.78 mg de proteina por
ml. Las incubaciones se llevaron a cabo como se describe en la PARTE EX-
PERIMENTAL en presencia de teofilina 1.25 mM. Las reacciones se pararon
por el agregado de 1 ml de acido tricloroacético 5% para el ensayo radio-
activo o con 2.5 ml de buffer glicerofosfato pH 6.8 40 mM conteniendo
NaF 50 mM, EDTA 10 mM y mercaptoetanol 20 mM en el ensayo enzimatico. La
radioactividad (@—@ ) se contd en el sobrenadante de acido tricloroacé-
tico como se degscribe en la PARTE EXPERIMENTAL. Los ensayos de fosfori-
lasa a (O—0Q) se ilevaron a cabo en ausenciade AMP con el método de Cori

y colaboradores (26).
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FIGURA 12.- Relacion entre tiempo de incubacidn, concentracion de enzima

y actividad de fosforilasa fosfatasa de una preparacidn cruda de misculo

pectoral de paloma.

a) Curva de tiempo de las reacciones llevadas a cabo con las mez-
clas de reaccion conteniendo los ug de proteina indicados entre paréntesis.

b) Dependencia de la actividad fosfata sica de la concentracidn
de enzima. Las actividades enzimaticas correspondientes a las incubacio-
nes llevadas a cabo en 5 minutos se graficaron en funcidn de los up de
proteinas en el ensayo de fosfatasa. Las condiciones restantes son igua-

les a las de la Figura 11l.
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FIGURA 13.- Efecto de la concentracidon de fosforilasa a sobre la activi-

dad de la fosforilasa fosfatasa de misculo.

En los experimentos correspondientes a las curvas a, dy e la
enzima utilizada fue la preparacion cruda obtenida de un homogenato que
nose incubd a 37° (enzima activa), En la curva b la enzima fue una prepa-
racion cruda obtenida de un homogenato tratado durante 40 minutos a 37°
(enzima inactiva). Esa preparacion enzimditica (0.25 ml) fue posteriormen-
te incubada con mercaptoetanol 10 mM, teofilina 6.7 mM, ATP-MgCl, 2.5 mM
y creatina-fosfato-MgCIZ 5 mM durante 5 minutos a 37° en un volumen total
de 0.3 ml. La reaccidn se pard por el agregado de 2.7 ml de una solucion
conteniendo buffer glicerofosfato pll 6.8 40 mM, EDTA 5 mM y mercaptoetanol
10 mM (enzima reactivada). La curva c representa el experimento llevado
a cabo con esa enzima. Antes de ser ensayadas, todas las preparaciones
enzimdticas se diluyeron en la solucidn de glicerofosfato-EDTA-mercaptoe
tanol y alicuotas de esas diluciones se pasaron nuevamente por columnas
de Sephadex G~25 equilibradas con NaCl 10 mM conteniendo EDTA 5 mM y mer-
captoetanol 10 mM. El1 pH de las muestras se ajustd luego a 6.8. Las in-
cubaciones para determinar la actividad fosfatasica se llevaron a cabo
como se indica en la PARTE EXPERIMENTAL con la diferencia que el volumen
total fue 0.04 ml con los siguientes agregados: curvas a, b y ¢, teofi-
lina 0.45 mM; curva e, teofilina 0.45 mM mas ATP 2.5 mM. La curva d no

tiene ningin agregado.
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se reactivdo la enzima inactivada se obtuvo una preparacidn que se compor-

taba como la fosfatasa activa inicial (curva ¢).

Curvas de pH.

La dependencia del pH en la reaccidn de la fosfatasa se muestra
en la Figura 14. En presencia de teofilina 0.45 mM no habia mayores di-
ferencias entre una preparacion de fosfatasa activa y la enzima inactiva-
da reactivada.

Como puede verse en la Figura las actividades maximas se encon-
traron entre los pil 8.0 y 8.3 (curvas a y b).

La inactivacidn de la fosfatasa condujo a una disminucidn de
la actividad en todos los pH probados (curva c).

La curva d corresponde a la incubacidn llevada a cabo en au-

sencia de teofilina.

Efecto de la teofilina.

Con el objeto de inhibir la actividad fosfodiesterasica del 3'5'
AMP ciclico en la reaccidon de la fosforilasa fosfatasa sc agregd teofili-
na como componente standard de la mezcla de reaccidn de la activacidn e
inactivacidn de la enzima.

Como puede verse en la Figural5 y en la Tabla V (experimento
I y II), la teofilina estimulaba la fosfatasa y el efecto de esta substan-
cia se ejercia en el ensayo de la enzima.

Se tratd entonces de obtener algiin conocimiento de la naturale-
za de la activacidn de la fosfatasa por la teofilina; para ello se com-
pard la actividad de la enzima medida a diferentes concentraciones de fos-

forilasa a 32P marcada en presencia y ausencia de teofilina.
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FIGURA l4.- Actividad fosfatasica en funcidn del pH.

Curvas a8 y d, enzima activa; curva ¢, enzima inactiva; curva b,
enzima reactivada. Las mezclas de ensayo tuvieron una concentracidn final
de glicerofosfato 50 mM y de buffer Tris 50 mM a los pH indicados. Las
incubaciones se llevaron a cabo en presencia (curvas a, b y c) o ausencia
(curva d) de teofilina 0.45 mM. Las condiciones restantes son las descri-

tas en la Figura 13.




-60-

\ .\/. m
O\ L]
N\ A\ o\ ¢
NN\
_u/ \ 1

(ou1930Jd 9
p bw
Junw [s3j0wd) ¥ 1SV [ 7450
4 JVJIN L
oV



-61-

TABLA 1V

Efecto de diferentes nucledtidos y metabolitos sobre la actividad de la

fosforilasa fosfatasa de misculo.

ADICIONES ACTIVIDAD
(p moles/min por
mg de proteina)

Ninguna 53
ATP 2
ADP 0
AMP 1.3
UTP 7
CTP 9.4
GTP 2.7
Carbamil-fosfato 33
Creatina fosfato 38
Pirofosfato 2.4
Fosfato 39

Se obtuvo una'preparacidn S04(NH,4)2" a partir de un homogenato que
no fue incubado a 37°. Se diluyd la enzima en buffer glicerofosfato pH 6.8
40 mF conteniendo EDTA 5 mM y mercaptoetanol 10 mM y se ensayd en presencia
de teofilina 0.45 mM. Las mezclas de ensayo contenfan, ademas, los nucled-
tidos y metabolitos que se indican a la concentracidn final de 5 mM. La ac-
tividad de fosforilasa fosfatasa se ensay8d como se describe en MATERIAL Y

METODOS .
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TABLA V

Requerimientos de diferentes substancias en la activacidn de la fosforilasa

fosfatasa de miisculo.

TIEMPO ADICIOJNES ACTIVIDAD (pmoles/min/mg proteina)
Exp I Exp II Exp III1
0 ninguna 4.3 25.0
0 mercaptoetanol, teofilina 45.0 34
5 ninguna 2.2 20.0
5 mercaptoetanol, teofilina 12.2 48.0
5 mercaptoctanol, teofilina, ATP-Mgtt 60.0 72.0
5 mercaptoetanol, teofilina, CrP-tgtt 43.5 89.0
5 mercaptoetanol, teofilina, ATP-Mgtt
CrP-Mgtt 80.0 115.0
5 mercaptoetanol, teofilina, Mptt 23.5 62.0
5 teofilina, ATP-MgtHt 64.0
5 teofilina, CrP-Mptt 49.0
5 teofilina, Mztt 30.0
S  ATP-igHt 19.3
5 crp-Mgtt 26.0
5 Mgt 8.0
1l mercaptoetanol, teofilina 30.6
1 mercaptoctanol, teofilina, ATP-Mgtt 68.0
1 mercaptoctanol, teofilina, ATP-Mg+t Mptt 106.0
1 mercaptoetanol, teofilina, CrP-Mgtt 44.0
1 mercaptoetanol, teofilina, ATP-Mgtt,
crP-Mgtt 100.0
1 mercaptoetanol, teofilina, Mg+t 39.2

Las concentraciones finales de los agregados fueron las siguientes:
mercaptoetanol, 10 mM; teofilina, 6.7 mM; ATP-MgCl,, 2.5 mM; CrP-MgClz, 5 mM;
MgClp, 5 mM. En el experimento I la enzima fue un eluido de Sephadex (pre-
paracion cruda) obtenido de una homogenato incubado 40 minutos a 37°y en los
experimentos Il y IIl la misma preparacidn fue precipitada con S04(NH4),
(preparacidn SOQ(NHQ)Z). En los experimentos I y II se utilizd como buffer
glicilglicina-NaOH (pH 7.5, 0.05 M). En el experimento III se utilizd como
buffer N-etilmorfolina pH 7.0. Los agregados se hicieron a tiempo cero y las

incubaciones se llevaron a eabo durante los periodos de tiempo indicados.
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FIGURA 15.- Lfecto del ATP y/o teofilina en la curva de tiempo de la reac-

cion de la fosfatasa.

La concentracion final del ATP y de la teofilina fue de 3.1 y
1.25 m!! respectivamente. Las otras condiciones son las descriptas en la

Figura 11.
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La Figura 13 (curvas a y d) muestra que la teofilina aumenta
tanto la velocidad maxima como la constante aparente de Michaelis de la
enzima por la fosforilasa a 32p marcada de tal forma que los graficos
de las inversas de los experimentos llevados a cabo sin el modificador
fueron casi paralelos.

Por otra parte, la activacidn por teofilina fue evidente a to-
dos los pH probados en el rango entre 6.1 y 8.6 (Figura 14, curvas ay
9.

También se observd activacion de la fosfatasa por la cafeina.
Como puede verse en la Figura 16 ambas metilxantinas estimularon la enzi-
ma en un grado similar,observandosc el efecto Sptimo a una concentracidn

de 10 mhi.

Lfecto del ATP y de otros modificadores.

Se encontrd que varias substancias disminuyen la actividad de
la fosforilasa fosfatasa.

A 5 mM, ATP, ADP, AMP, GTP, UTP, CIP y pirofosfato fueron efec-
tivos. E1l fésforo inorgidnico, la creatina fosfato y el carbamil fosfato
también disminuyeron la actividad de la enzima pero 86lo ligeramente
(Tabla IV).

El efecto del ATP se estudid con mas detalle. Como puede ver-
se en la Figura 13 (curva e), en presencia de teofilina 0.45 mM el nu-
cledtido disminuye la velocidad - midxima de la reaccion cuando la enzima
se ensaya a altas concentraciones de fosforilasa a 32p marcada, no ob-
servandose cambio alguno en la constante aparente de Michaelis hacia la
fosforilasa a. Ll efecto del ATP parece ser independiente del grado de
inactivacion de la preparacion de fosfatasa (Figura 17 A) v aumentaba

con la concentracion de egte metabolito (Figura 17 A y B).
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FIGURA 16.- Efecto de diferentes concentraciones de teofilina y cafeina

sobre la actividad de la fosforilasa fosfatasa de miisculo.

La mezcla de reaccibn del ensayo de fosfatasa contenia las con-
centraciones de teofilina y de cafeina que se indican. Las condiciones

restantes son las descriptas en la Figura 14.
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FIGURA 17.- Efecto de diferentes concentraciones de ATP sobre la actividad

de la fosforilasa fosfatasa de miisculo.

El experimento se llevd a cabo con preparaciones crudas obteni-
das de un homogenato que no se incubd a 37°(0O—0Q) & de homogenatos que

se incubaron 20 minutos (@—@) 0 40 minutos ((O—J) a 37°. Las mezclas
de reaccidn para el ensayo de fosfatasa contenian las concentraciones de

ATP que se indican ma3s teofilina 0.45 mE. Las condiciones restantes corres

ponden a la Figura 13.
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Algunos hechos indican la naturaleza compleja del efecto del
ATP. Por ejemplo, el grado de inactivacidn de la fosfatasa en presencia
del metabolito disminuye rapidamente con el tiempo de incubacidn (Figura
15). Eso sugiere que en presencia de ATP y en las condiciones del ensa-
yo, preparaciones diluidas de fosfori lasa fosfatasa pueden ser converti-
das a la forma inactiva en una reaccidn dependiente del tiempo.

Por otra parte, los experimentos que se muestran en las Tablas
IV yVIIIy en las Figuras 17 y 25 evidencian en forma clara un llamativo
paralelismo entre la capacidad de un compuesto determinado para estimu-
lar la inactivacidn de la fosfatasa y la capacidad corregpondiente del
wismo compuesto para disminuir la actividad de la enzima en la mezcla

de ensayo. Una comparacidn entre ambos efectos se ve en la Figura 138.

Activacidn e inactivacidén de la enzima.

Se diseriaron una serie de experimentos con el objeto de deter-
minar la posibilidad de reactivar preparaciones enzimiticas previamente
inactivadas.

En la Figura 19 se puede ver que la incubacidn del homogenato
de misculo pectoral de paloma a 37°C durante distintos periodos de tiem-
po daba como resultado una disminucidn de la actividad de la fosforil asa
2 fosfatasa dependiente del tiempo.

Al estudiar en detalle ceste efecto se vid que no era debido a
una inactivacidon irreversible de la enzima, ya que la actividad dJd¢ la

nisma en el eluldo de Scphadex podia ser recuperada incubando nuevamente

la enzirka con ATP, creatina fosfato y Mgtt.

Tambien se vid que, cuando se volvia a incubar la enzima con
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FIGURA 18.- Correlacidn entre la capacidad de un metabolito determinado

para disminuir la actividad de la fosfatasa enla mezcla de ensayo y la

capacidad del mismo metabolito para estimular la conversién de la forma

activa a la inactiva de la enzima.

Los resultados de los experimentos correspondientes a la Tabla
IV y a la Tabla VIII se normalizaron y se utilizaron en la construccidn
de este griafico. Ambos experimentos se llevaron a cabo con la misma pre-

paracion enzimitica.
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FIGURA 19.~ Inactivacion y reactivacion de la fosforilasa a fosfatasa.

El homogenato de misculo pectoral de paloma se incubé a 37° y
se pasd por una columna de Sephadex. La actividad fosfatasica en el elul-
do se midid después de dilulrlo y de anadirle teofilina (@®). Se tomaron
alicuotas de ese eluido y se incubaron luego durante 5 minutos a 37° en
presencia de teofilina 6.7 mM y mercaptoetanol 10 mM mas las siguientes
adiciones: (O) ninguna; (@) ATP-MgCl, 2.5 mM; () ATP-Mg 2.5 mM y creatina-
fosfato-MgCl,; 5 mM; (A) ATP 2.5 mM. Las condiciones restantes se descri-

ben en el texto.
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++

ATP solo, en ausencia de Mg' ', se producia el efecto opuesto, es decir

una mayor diswinucion de la actividad de la enzima.

lequerimientos para la activacidn de la fosfatasa.

Para cdeterminar el efecto activador Je diferentes substancias
se partid de una preparacidn de fosforilasa a fosfatasa parcialmente
inactiva obtenida después de preincubar el homogenato durante 40 minutos
a 37°c.

En la Tigura 20 se puedée ver una curva de tiempo de la reacti-
vacion de la fosfatasa en prcsencia de ATP, creatina fosfato y MgtF.
Cuando se estudiaron los requerimientos de diferentes substancias en la
activacidn de la fosforilasa a fosfatasa se utilizaron preparaciones cru-
das y preparaciones parcialmente purificadas por precipitacidn con sulfa-
to de amonio. Se afadid este {iltimo paso con el objeto de evitar posi-
bles artificios provocados por contaminaciones de metabolitos en las pre-
paraciones crudas.

Las activaciones de la enzima se rcalizaron en presencia de
glicilglicina—-NaOH, un buffer complejante de Mg++, diferente a los usa-
dos como substratos en la reaccidn de activacién.

Cuando se utilizd glicilglicina como buffer y en presencia de
Mgtt, se observd que tanto el ATP como la creatina fosfato activaban la
fosfatasa en un grado parecido; el Mgtt solo, en cambio, también activa-
ba la enzima pero en menor grado (Tabla V, experimentos I y II).

La Figura 21 muestra los diferentes grados de activacidén de 1la
enzima que se obtienen cuando se varian las concentraciones de ATP, Mg++

y creatina fosfato.
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FIGURA 20.- Reactivacidén de la fosforilasa fosfatasa y efecto de 3'5'AMP

ciclico.

La preparacidn cruyda se obtuvo a partir de un homogenato incuba-
do 40 minutos a 37°. Las mezclas de reaccidn contenian mercaptoetanol 10 mM,
teofilina 6.7 mM (@—@); o mercaptoetanol, teofilina mis ATP-MgCl, 5.5 mi
y creatina—fosfato—HgCl2 5 il (O—O). E1 3'5'AMP ciclico se afiadid a los
tiempos indicados por las flechas a la concentracidn finalde 0.017 mi.
Las lineas punteadas corresponden a las incubaciones que contienen el nu-
cledtido ciclico y las lineas llenas a las que no lo contienen. Las in-

cubaciones se llevaron a cabo a 372 Las condiciones restantes se descri-

ben en el texto.
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FIGURA 21.- Activacion de la fosforilasa fosfatasa variando las concentra-

ciones de AIP—Mg+f4y de creatina-fosfato-Mgtt usando glicilglicina NaOH

como buffer.

La curva c contiene ademas de las concentraciones de ATP-MgCl;
indicadas en abcisa, 4.7 mll MgClZ. Las reacciones de activacidn correspon-
dientes a las curvas a, b, ¢ y d se llevaron a cabo durante 2 minutos a

37°. Las condiciones restantes corresponden a la Figura 20.



-79-~

o
T T 1 || } T
_ < o m 'Y 0 i M
s ~
3 : <
- n.rr >3 om 1O
’, < S
, 3 \ = 4 L
a Ped 2
= ®l )
i 4 O | ® oS ]
G
Q)
- 4 Olo ok .
/ ®
- < O e. m ﬂ 4 oy
(/ /#.,/..
| O
/ //
' Jd/o“u/ kl\o 1q
: . F =
K > S s ©

(Dutojosd op bwfuiw(sojowd) ¥ ISVLIVISOS QVAINILIV

9 PCr-Mg™**

(mM)



-80-

En presencia de ATP y Mg*t en concentraciones equimoleculares,
el efecto maximo se observé a 2.5 mM; cuando se usaron concentraciones
mis altas el grado de activacidn disminuyd (curva a).

El agregado de Mgtt en una concentracidn superior a la de ATP
aumentd el grado de reactivacion, no observandose efecto inhibitorio a
altas concentraciones de ATP (curva c).

Cuando la activacidn se realizd en presencia de creatina fosfa-
to y Mg*t a concentraciones equimoleculares, no se observd inhibicidn aiin
a altas concentraciones del éster fosfdorico. En esas condiciones el gra-
do de activacidn continud aumentando por encima de 7 mM (curva b).

Es interesante destacar que el grado miximo de activacidn se
obtuvo cuando se incubd la enzima.con ATP, creatina fosfato y Mgtt; el
grado de activacidon aumentd rapidamente a bajas concentraciones de A‘I‘P—Hg++
mis creatina fosfato-Mgtt hasta alcanzar un maximo a las concentraciones
de ATP 2.5 ml y creatina fosfato 4.5 mM (curva d).

Cuando se utilizé como buffer la N-etilmorfolina-HCl, se obser-

v6é que la velocidad de activacidn provocada por el ATP-Ng++ era

superior
a la observada cuando se utilizd como buffer la glicilglicina (Tabla V,
experimento III).

En la Figura 22 se puede ver el efecto provocado por la varia-
cion de las concentraciones de ATP-Mg++ cuando ambos estan en concentra-
cion equimolecular (curva a).

La activacidén maxima se observdé a la concentracion 2.5 mM; a
concentraciones superiores disminuyd el grado de activacion.

También se estudid el efecto provocado por el anadido de Hg++

o de creatina fosfato mas Mg++ (en concentraciones equimoleculares) a la

mezcla conteniendo ATP-Mgtt (curvas b y ¢ respectivamente). Con esos
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FIGURA 22,- Activacidon de la fosforilasa fosfatasa variando la concentra-

cion de ATP-Mgt* o0 la concentracidn de ATP, usando N-ctilmorfolina como

buffer.

En las curvas b y d las mezclas de activacidon contenian, adem3s,
MgCl, 5 mM y las mezclas de activacidn correspondientes a las curvas cy
e contenian creatina-fosfato-MgCl, 5 mM. Las reacciones de activacidn se
llevaron a cabo durante 1 minuto a 37°. EIl resto de las condiciones son

las del experimento III de la Tabla V.
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agregados se consiguid una marcada estimulacidn de la activacién , supe-
rior a la lograda por el ATP-Mg++. No obstante, no se observaron diferen-
cias entre la estimulacién provocada por el Mg't o la creatina fosfato-iigtt
en presencia de ATP-tg*+.

En ese experimento también se probd el efecto de la variacidn
de la concentracidn de ATP en presencia de una concentracidn fija de Mgtt
(curva d) o de creatina fosfato-Mg++ en concentraciones equimoleculares
(curva e). Sc puede ver que la activacidn disminuye rdpidamentc cuando
la concentracidén de ATP es superior a la de Mgtt o a la de creatina fos-
fato-digtt.

A las mezclas de activacidn se anadido como un componente normal
mercaptoetanol. NWo obstante, la omisidn del mismo no modificd el grado
de activacidn de la fosforilasa fosfatasa (Tabla V, experimentos I y II).

Se probaron varias substancias para determinar su capacidad
de reemplazar al ATP, en presencia de Mg++, como activador de la fosfo-
rilasa fosfatasa.

En la Tabla VI se puede ver que el ADP, el CTP y el CIP activa-
ron la enzima en orden decreciente y en grado inferior a la activacidn

lograda por el ATP.

Efecto del 3'5'AMP ciclico.

Cuando se incubd la enzima con 3'5'AMP ciclico se observd un
pasaje de la enzima activa a una forma menos activa. Ese efecto se lo-
grd cuando el nucledtido ciclico se anadid al comienzo o durante el pro-
ceso de activacion (Figura20)).

El efecto maximo se observd a la concentracidn 1 x 10~ M pero

se obtuvieron respuestas significativas a concentraciones de este metabo-

lito entre 5 x 10~7 M y 2 x 10-6 M (Figura 23),
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TABLA VI

Efecto de diferentes nucledtidos y metabolitos en la activacidén de la fos-

forilasa fosfatasa de misculo.

TIeEMPO ADICIONES ACTLIVIDAD
(pmoles/min/mg de proteina)
0 Ninguna 23.5
0 mercaptoetanol, teofilina 55.0
3 ninguna 21.0
3 mercaptoetanol, teofilina 48.4
3 mercaptoetanol, teofilina, ATP-Mg++ 122.0
3 mercaptoetanol, teofilina, CrP-Mgtt 64.2
3 mercaptoetanol, teofilina, ADP-Mgtt 76.0
3 mercaptoetanol, teofilina, AMP-Mgtt 38.4
3 mercaptoetanol, teofilina, UTP-Mgt+t 50.4
3 mercaptoetanol, teofilina, GTP-Mgtt 62.5
3 mercaptoetanol. teofilina, TTP-MgH+ 36.9
3 mercaptoetanol, teofilina, CTP-Mgtt 57.0
3 mercaptoetanol, teofilina, PPi-Mgtt 21.8

La concentracidon final de MgClp, de los nucledtidos y metaboli-
tos fue 2.5 mM. Las condiciones del experimento son las del experimento

Il de 1la Tabla V.
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FIGURA 23.- Efecto de la variacidon de la concentracion de 3'5'AMP ciclico

sobre la inactivacion de la fosfatasa.

a) Las condiciones son las de la Figura 20. En el momento indi-
cado por la flecha se agrego 3'5'AMP ciclico a las concentraciones finales
indicadas.

b) Relacidon entre la concentracidn de 3'5'AMP ciclico y magnitud
del efecto. Las actividades de la fosfatasa correspondientes a las incu-
baciones llevadas a cabo durante 3 minutos en presencia del nucledtido

ciclico se graficaron en funcion de la concentracion del metabolito.
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Como la concentracion de fosforilasa a depende de un balance
entre su formacidén por la fosforilasa b quinasa y su degradacidon por la
fosforilasa a fosfatasa, se podria pensar que el efecto del 3'5'AMP ci-
clico se debe a la activacidn de la fosforilasa b quinasa (EC 2.7.1.38)
antes que a una inhibicién de la fosforilasa a fosfatasa.

Sin embargo, esta suposicidon se puede descartar facilmente si
se considera que en las condiciones en que se realiza el ensayo (ausencia
de Mg++), la fosforilasa b quinasa es completamente inactiva.

Por otra parte, se llevaron a cabo experimentos para determinar
si en este sistema del misculo pectoral de paloma, también se observa el
efecto estimulatorio del 3'5'AMP ciclico sobre la activacidon de la fosfo-
rilasa b quinasa. En la Tabla VII se muestran los resultados se estos
experimentos.

Se puede ver que cuando la concentracidon de ATP era igual a la
concentracidon de Mgtt, la activacién de la fosforilasa b quinasa era muy
pequefia. i£n esas condiciones, el 3'S5'AMP ciclico estimulaba en forma
marcada la activacidén de la fosforilasa b quinasa. El efecto provocado
por el 3'5'AMP ciclico se lograba con concenraciones de esta substancia
entre 2 x 10~6 y 2 x 10-4 M. También se puede ver que, cuando se incuba-
ba la enzima en presencia de Cl,ca (5 mM) se producia una franca activa-

cidon de la misma .

Requerimientos para inactivar la fosforilasa a fosfatasa.

Cuando se incubaron diferentes preparaciones de fosforilasa a
fosfatasa de misculo pectoral de paloma con ATP (en ausencia de Mgty |
se observo una inactivacidn de la enzima dependiente de tiempo (Figura

24). La presencia de mercaptoetanol no era necesaria para lograr esta



-90-

TABLA VII

Efecto de diferentes substancias sobre la activacion de la fosforilasa b

quinasa de milsculo

TIEMPO ADICIONES ACTIVIDAD DE QUINASA
medida a pH 6.8
(nmoles/min/por ml)

0 Ninguna 23.4
2 Ninguna 20.0
0 ATP (5 mM), HgCl, (5 mM) 24.0
2 ATP (5 mM), MgCl; (5 mM) 29.8
2 ATP(5 mM),MgCl, (5 mM), 3'S'AMP cfclico(2x10-6M) 38.0
2 CaCl, (5 mit) 51.0
0 ninguna 9.6
1 ATP (5 mM), MgCl, (5 mM) 9.9
1 ATP(5 mM) ,MgCl, %S mM) ,3'5'AMP ciclico (2x10-6M) 14.0
1 ATP(5 mM) ,MgCly (5 mM),3'S5'AMP cfclico (2x10721) 14.7
1 ATP(5 mM) ,MgCl, (5 mM), 3'5'AMP ciclico(2x10-4M) 16.2

Se prepard la enzima de midsculo pectoral de paloma. La fraccidn
"precipitado acido" se prepard como se describe en Materiales y Métodos y
se usd como fuente de la fosforilasa b quinasa y de las enzimas activantes.
La mezcla de la reaccidn de activacion contenia N-etilmorfolina-HCl (pH 7.0)
25 mM, mercaptoetanol 20 mM, enzima (0.04 ml) y otras adiciones en un vo-

lumen total de 0,1 ml.
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FIGURA 24.- Inactivacion de la fosforilasa fosfatasa de misculo.

La preparacidn cruda se obtuvo a partir del homogenato que no
se incubd a 37°. Las mezclas de reaccién conteniendo mercaptoetanol 10 mM
y teofilina 6.7 mM se incubaron a 37° en presencia (O—Q) o ausencia (0—@)
de ATP 2.5 mM. en el momento indicado por la flecha se agregaron creatina-

fosfato-MgCl, y MgCl, _ 1la concentracion de 5 mM final.
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Como puede verse en la Figura 24 el agregado de creatina fosfat
y Mg++ Teyertia el efecto del ATP.

En la Figura 25 se muestra que el grado de inactivacion aumen-
taba con la concentracidon de ATP.

Se probaron varias substancias para determinar su capacidad de
reemplazar al ATP en la inactivacidn de la fosfatasa (en ausencia de Mgt
En la Tabla VIIIse puede observar que el ATP, ADP AMP, UTP, CIP, GI!P, y P
actuaron como inactivadores de la enzima, mientras que el EDTA fue inefi-

caz como inactivador de la fosfatasa.

Reversibilidad de las reacciones de inactivacidn reactivacion.
n vy

Las Figuras 19, 20 y 24 muestran que la inactivacion y la reac-
tivacion de la fosforilasa a fosfatasa de misculo pectoral de paloma son
procesos rapidamente reversibles.

En la Tabla IX se muestra claramente este proceso.

Una preparacidén activa de fosforilasa a fosfatama, ensayada des
pués que se eluyd de una columna de Sephadex G-25, se inactivd a 37°C du-
rante 40 minutos.

El producto de esa incubacidn se pasd nuevamente por una colum-
na de Sephadex G-25 y se reactivd con ATP, creatina fosfato y Mg++. Se
pasd nuevamente por una columna de Sephadex y se incubd el eluido a 37°C
durante 40 minutos, obteniéndose nuevamente una enzima inactiva a la que
se reactivd posteriormente en las mismas condiciones anteriores.

Se obtuvieron asi ciclos completos de inactivacion-activacidn

que confirmaron claramente la reversibilidad de estos procesos.
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FIGURA 25.- Efecto de la variacifn de la concentracidn de ATP sobre 1la

inactivacion de la fosforilasa fosfatasa de misculo.

Las condiciones son las de la Figura 14. Las mezclas fueron in-

cubadas (@—@) o no (0—O) durante 2 minutos a 37° con las concentracio-

nes de ATP que se indican.
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TABLA VIII

Efecto de diferentes nucledtidos, metabolitos y EDTA en la inactivacidn

de la fosforilasa fosfatasa de miisculo.

TLEMPO ADICIONES ACTIVIDAD
(min) (pmoles/min/mg de Protefin

0 mercaptoetanol, teofilina 56

2 mercaptoetanol, teofilina 53

2 mercaptoetanol, teofilina, ATP 13

2 mercaptoetanol, teofilina, ADP 0.3

2 mercaptoetanol, teofilina, AMP 0

2 mercaptoetanol, teofilina, UTP 17

2 mercaptoetanol, teofilina, CILP 18

2 mercaptoetanol, teofilina, Carbamil-P 49

2 mercaptoetanol, teofilina, CrP 46

2 mercaptoetanol, teofilina, GTP 8.1

2 mercaptoetanol, teofilina, PPi 2

2 mercaptoetanol, teofilina, Pi 56

2 mercaptoetanol, teofilina, EDTA 51

La concentracidn final de los nucledtidos, metabolitos y EDTA
fue 5 mil. Las condiciones son las del experimento III de la Tabla Vv

con la diferencia que el homogenato no se incubdo a 37°.
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TABLA IX

Inactivacidon y activacion reversibles de la fosforilasa fosfatasa de misculo.

PREPARACION CRUDA ACTIVIDAD
(pmoles/min/por mg de proteina)
Activa 36.8
Inactiva 3.6
Inactiva-reactivada 13.6
Inactiva-reactivada-inactivada 5.5
Inactiva-reactivada-inactivada-reactivada 12.0

Se obtuvo una preparacidn cruda como se indica en Materiales y
Métodos, a partir de un homogenato que fue incubado (preparacidn cruda inac-
tiva) o no (preparacidn cruda activa) durante 30 minutos a 37° y se le de-
termind la actividad fosfatdsica. La preparacidon cruda inactiva se incubd
luego 10 minutos a 37° en presencia de mercaptoetanol 10 mM, ATP-MgClj
2.5 mM y creatina-P-MgCl, 5mM en un volimen final de 0.3 ml. Después de
incubar se determind la actividad fosfatasica en la mezcla (preparacidn cru-
da inactiva-reactivada) y luego se la pasd por una columna de Sephadex G-25
(0.7 x 10 cm) equilibrada con sacarosa 0.25 M conteniendo buffer glicilgli-
cina pH 7.2, 0.05 M. El eluido se incubd luego durante 40 minutos a 37°
sin agregados y se ensayd su actividad fosfatdsica (preparacidon cruda inactiva-
reactivada-inactivada). La enzima se incubd luego con ATP-Mg*tt, CrP—Mg++
como se indicd auteriormente (preparacidn cruda inactiva-reactivada-inactivada-
reactivada). Tcdas las muestras a ensayar se diluyeron previamente con 9
volimenes de buffer glicerofosfato (pH 6.8) 40 mM conteniendo EDTA 5 mM y
mercaptoetanol 10 mM. Los ensayos de fosfatasa se llevaron a cabo como se

indica en Material y Métodos.
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DISCUSION

El glucdgeno muscular es un polisacarido de gran importancia
bioldgica, constituyendo junto con la fosfocreatina la principal reserva
energética rapidamente utilizable por la célula muscular.

Ll glucdgeno se utiliza especialmente cuando la contraccion
muscular se realiza en condiciones anaerdbicas. En esos casos se produ-
ce la degradacion fosforolitica de este polisacarido obteniéndose la for-
macidn del ATP necesario para la contraccidon durante la transformacidn
de glucosa en acido latico, el cual es liberado al torrente circulatorio.

De acuerdo al momento fisioldgico que se considere se pueden
distinguir tres fases en la utilizacidn del glucégeno muscular:

i) Fase de reposo: en estas condiciones la velocidad de sintesis iguala
a la de degradacion.

II) Fase de contraccidon: donde la velocidad de depradacion supera a la
de sintesis.

I1II) Fase de recuperacidn: donde la velocidad de sintesis supera a la
de degradacion.

Como estas diferencias se producen en perfodos de tiempo muy
cortos el metaholismo del glucdgeno en midsculo reaquiere un tipo de ajus-
te muy delicado y controlado por mecanismos regulatorios rapidos y preci-

SO0S.

El paso inicial de la glucogenolisis es la fosfordlisis del
glucdgeno catalizada por la fosforilasa. El producto de esta reaccidn,
la glucosa-l-fosfato, es luepo metabolizada a través de la via de Embden-

Meyerhof-Parnas produciendo ATP.
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Las evidencias obtenidas hasta el presente permiten asegurar
que la glucdgeno sintetasa y la fosforilasa juegan un rol muy importante
enla sintesis y degradacidon del glucdgeno muscular.

No obstante, la existencia de estas enzimas por si solas no
constituye un mecanismo de regulacidon de las reacciones en que intervie-
nen, maxime si se tiene en cuenta que las velocidades de las mismas va-
rian de acuerdo a las demandas impuestas al sistema.

Es por eso que el descubrimiento de las dos formas de la fos-
forilasa en el misculo de conejo fue uno de los primeros indicios que
existia un mecanismo de control de esta enzima. Lo que se necesitaba era
determinar las condiciones  de interconversidn de ambas formas enzimiticas
para satisfacer las demandas de la c€lula en un momento determinado.

Se encontraron entonces las dos enzimas responsables de estas
interconversiones: la fosforilasa b quinasa que cataliza la transforma-
cidon de la fosforilasa b en a y la fosforilasa a fosfatasa, que catali-

za la transformacidn inversa.

I) FOSFORILASA b QUINASA
Los resultados presentados indican la existencia de un mecanis-
wo regulatorio adicional de los niveles de fosforilasa b quinasa activa.
Esta activacidn posiblemente juegue algin papel "in vivo" puesto que ocu-
rre a concentraciones de Mg++ superiores a 1 mM, es decir dentro del ran-
go fisioldgico. En misculo, la concentracidn de Mg't es aproximadamente
10 mM (77 . Sin embargo, la mayor parte del cation se encuentra forman-

do complejos de afinidad variable con el ATP y otros &steres fosfdricos.
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De todos ellos el complejo con mayor estabilidad es sin duda el que se

forma con ATP.

Pese a ello, es posible que en anaerobiosis o durante la contrac-
cién muscular, condiciones que originan una caida en los niveles de ATP,
cierta fraccién del Mg*t total pueda liberarse bajo la forma idnica libre.
En tales condiciones, los requerimientos para la activacidon de la quina-
sa podrian cumplimentarse.

Es de destacar que los otros rnecanismos descriptos para la ac-
tivacion de la fosforilasa b quinasa no podrian ocurrir durante la con-
traccidn muscular. Esto es:

1) Activacidn por Catt; tiene lugar a concentraciones superiores a 0.1 mf
del catidn libre. FEste valor es muy superior al que se ha dado para
el tejido muscular.

2) ATP—Mg++; de acuerdo a los resultados presentados solo ocurriria en
presencia de niveles adecuados de 3'5'AMP ciclico.

3) Tripsina; no existe en el tejido muscular.

Se puede concluir que, dado los elevados niv:les de fosforilasa b quina-

sa en musculo, un pequefio incremento en su actividad podria ser responsa-

ble de la transformacidn de la fosforilasa b en a. Este mecanismo esta-
ria, ademas, particularmente favorecido por el incremento del Mg++ libre

que actuaria también como activador '"alostérico" de la fosforilasa b

quinasa activa.

II) FOSFORILASA a FOSFATASA
Los experimientos realizados indican que la actividad de fosfo-
rilasa a fosfatasa contenida en preparaciones de misculo pectoral de pa-

loma parcialmente purificadas, tiene las caracteristicas de una enzima
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que existc en una forma activa y otra forma menos activa v que esas dos
formas son interconvertibles.

La conversidn de la enzima hacia la forma activa se logra pre-
incubando la misma con ilgtt, ATP y/o fosfocreatina (Figura 21). Esta
fraccion enzimdtica, antes o después de ser activada, puedec ser transfor-
mada en una forma total o parcialmente inactiva preincub@ndola con ATP
o con diferentes mono, di y trinucledtidos (Tabla IV, Figura 19). La
enzima inactivada, a2 su vez, podia ser nuevamente reactivada pudiendo re-
petirsc este ciclo de inactivacidén-reactivacidon (Tabla IX).

Una de las propiedades interesantes de esta enzima es su capa-
cidad de ser activada por metilxantinas (Tipura 16), efecto que corrobo-
ra las observaciones previas de Wosilait y Sutherland (71) con la enzima
de higado. Por otra parte, algunos resultados obtenidos planteaban la
posibilidad que la modulacidn de la actividad de la fosfatasa por meta-
bolitos podia jugar un rol regulatorio "in vivo'. o obstante, los in-
tentos por demostrar este tipo de activacidn por metabolitos en el ensa-
yo de fosforilasa fosfatasa resultaron infructosos.

Estudiadas las propiedades cinéticas de ambas formas de la en-
zina se encontrd que la velocidad midxima de la forma activada es mayor
que la de la forma parcialmente inactiva medida a niveles saturante de
su substrato, la fosforilasa a (Figura 13). En cambio, no se encontra-
ron alteraciones de la afinidad de ambas formas nacia la fosforilasa a.
$i estas conversiones tuviesen importancia fisioldgica "in vivo'', pare-
ceria evidente que la regulacidén de la actividad de la fosfatasa deberia
hacerse a través de una modificacion de la velocidad maxima, ya que fisio-
10picamente la enziwa parece actuar en condicioncs en que la concentracidn

dc fosforilasa a supera la mitad del punto de saturaciodn.
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Con respecto al papel que juega el 3'5'AMP ciclico en estas con-
versiones, se vid que el anadido del nucledtido a la enzima activada la
transforma en una forma menos activa (Figuras 20 y 23). Este efecto no
se observd cuando no se preincubd la enzima previamente con ATP-Mgt™,

Esta accidén del nucledtido ciclico podria consistir en la ac-
tivacidn de la enzima(s) responsable de la inactivacidn de la fosfatasa
o en la inhibicisn del sistema enzimidtico que activa la fosfatasa. Has-
ta el momento no hay evidencias experiwmentales que favorezcan ninguna de
estas posibilidades.

Por otra parte, si a los datos sobre el efecto del 3'5'AMP ci-
clico sobre la fosforilasa a fosfatasa de miisculo pectoral de paloma,
anadinmos los obtenidos en este mismo sistcema en los que se muestra la
estimulacidn de la fosforilasa b quinasa activada por ATP-ilgtt (Tabla VII),
se podria especular que el 3'5'AMP ciclico es la substancia clave que
coordina los dos sisteias enzimaticos responsables de los niveles de
fosforilasa activa (Figura 26).

Las fosforilasa b quinasa y fosforilasa a fosfatasa se anaden
a una serie de cnzimas cn cuyo mecanismo de interconversion intervienen
los nucledtidos de adenina, incluvendo el 3'5'AMP ciclico, y cuyo nime-
ro ha ido aumentando a medida que se estudiaron alpunas enzimas e¢n deta-
lle.

Ademds de la fosforilasa y de la glucOgeno sintetasa, enzimas
que constituven e¢jemplos cldsicos de estos mecanisnos, se pueden mencio-
nar las sijruientes:

tlansour y colaboradores (72) observaron que la sinple incubacion

de un extracto concentrado de corazdon de oveja conduce a una inactivacion
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FIGURA 26.- ELfecto del 3'5'AMP ciclico sobre la fosforilasa b quinasa y

sobre la fosforilasa a fosfatasa.
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de la fosfofructoquinasa y encontraron que esta enzima se reactiva por
incubacidn con ATP-Mgtt; la fructosadifosfatasa de higado puede ser inac-
tivada por incubacidn con ATP y reactivada por diilisis e incubacidn con
ortofosfato (73); la triptofano pirrolasa inactiva de higado puede ser
reactivada por incubacidn con 3'5'AMP ciclico (74); la fosforilasa b qui-
nasa de misculo esquelético (63) y de misculo cardiaco (75) se intercon-
vierten por los mecanismos ya mencionados; el complejo multienzimitico
de la piruvato dehidrogenasa de mitocondrias de riiidn de ternera esta
regulado por un proceso de fosforilacidn-defosforilacidn (76); la fosfo-
rilacidn y la inactivacidn que produce estd catalizada por una quinasa
especifica para el ATP y la defosforilacidn y la concomitante reactivacidn
estan catalizadas por una fosfatasa dependiente de Mgtt. Ese mismo tipo
de conversidon se encontrd en la piruvato-deshidrogenasa de corazdn de
cerdo (69) siendo en este caso estimulada la reactivacidn por el 3'S5'AMP
ciclico.

Es importante destacar que este tipo de mecanismo de intercon-~
versidén se ha encontrado también en c&lulas bacterianas.

En Escherichia coli B se ha encontrado que la glutamino-sinte-

tasa puede existir en dos formas: una activa y la otra inactiva y que la
transformacion de la primera forma en la segunda es provocada por un pro-
ceso de adenilacidn (70) que requiere ATP—Mg++.

Recientemente (62) se ha encontrado en nuestro laboratorio un

mecanismo similar de regulacién de la RIA polimerasa de Escherichia coli.

La enzima activa se transforma en inactiva por un proceso de adenilacidn
que recquiere ATP-Ng++; la enzima inactiva, a su vez, puede ser reactivada
por el agregado de una fraccién con actividad desadenilante. Consideran-
do que la RNA polimerasa es la enzima responsable de la sintesis de to-

dos los tipos de RVA celular se puede concluir que este mecanismo puede
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tener congiderable importancia como regulador de la expresidn genética.

CONCLUSIONES

Los datos experimentales presentados en esta tesis permiten ase-
gurar que se ha encontrado un nuevo mecanismo de activacidon de la fosfo-
rilasa b quinasa de misculo, que se manifestaria en condiciones de anae-
robiosis.

Dicho mecanismo actuaria en condiciones en que, consumido el
ATP necesario para la -liberacion de energia durante la contraccidn muscu-
lar, el Mgt inicialmente complejado con el ATP pasaria a la forma idni-
ca libre, quedando en condiciones de activar a la fosforilasa b quinasa.

Por otra parte, se ha encontrado que la fosforilasa a fosfata-
sa, enzima que actia en sentido inverso a la anterior, existe en misculo
en dos formas interconvertibles. Ambas formas pueden constituir un nue-
vo punto de repgulacidn del metabolismo del glucdgeno en el misculo esque-
lético.

Se ha visto también que el 3'5'AMP ciclico actiia por una parte
estimulando la activacidn de la fosforilasa b quinasa por ATP-tgtt y por
otra parte convirtiendo la fosforilasa a fosfatasa de una forma activa
a una forma parcialmente inactiva. [Este metabolito, actuando en forma
sin@rpgica, podria ser el responsable de los niveles de fosforilasa a en

-
musculo.

Hector N. Yorres
— bm de lnvestigaciones Bicquimlcas
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