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Se estudió envmusnnila Qé rata alc:1no:a., mecanismos que re]._a_
cionan el sistema de enzimas que interviene en la fosforolisis de las u
niones GC(l—-> 4) del glucógeno (sistema de la fosíorilasa) con aquel
responsable de la síntesis de dichas uniones (sistema de la glucógeno
sintetasa).

Se sabe que existen dos formas interconvertibles de fosfori
lasa, una activa solo en presencia de adenosina 5 monofosfato,1a fosfo
rilasa E y la otra forma, la fosforilasa a que no requiere dichocofac
tor.

La transformación de la fosforilasa b en 3 es catalizada pcr
la fosforilasa b quinasa y la conversión inversa, por la fosforilasa E
fosfatasa o PR enzima.

La fosforilasa _l_>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, Oy 8. 0.

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

Se comprobó, que una serie de factores,‘ que actuan sobre la
fosforilasa b quinasa actúan también pero en sentido opuesto sobre [la
glucógeno- sintetasa; Asf el adenosina trifosfato con iones magnesio _y
3'-’5' adenosina monofosfato cfclico (ATP- Mg++-3'5'AMP) o el ion cal
cio(Ca++) o la tripsina a la vez que convierten una forma menos acti
va de la fosforilasa _l_>quinasa ("no activada") en otra más activa ("ac 
tivada”), transforman una forma :1‘ásactiva de la glucogenosintetasa 
("independiente") en otra menos activa ("dependiente").

Se comprobó que 1a acriórz dni ATP-Mg++ - 3'5'AMP sobrela
glucógennsintetasa era independiente de a 1¡ella producida por el Ca++.
,Asf, preparados irzsensibles al í 319 Í’uPI'O.i—ons¡.blesal:

ATP-Mg“ - 3'5'AM J.) .¿ceversa.

A1estudiar el efecto del Ca++sobre la glucógeno sintetasa,se se
paróun factor indispensable para dichoefecto,el que serfa de nat ura] ez;

II



proíwil's. v2 que es sensible al calor, no dializable y atacable por e117¿_i_
mas proteoliticas. El peso molecular de este fact: ', se: {a de alrede 
dor de 130. 000.

Este factor proteico, que actúa sobre la glucógenoasinteta a
sa no pudo ser separado del factor que interviene en el efecto del Ca++
sobre la fosforilasab quinasa. obtenido por Mayer ya sea por preci e
pitación fraccionada con sulfato de amonio, cromatograffa en dietila —
minoetilcelulosa (DEAE) o ultrafiltración con SephztdexG 200. Tampg
co se pudieron diferenciar ambos factores por tratamiento con calor b
digestión con tripsina.

De confirmarse la identidad de ambos factores y dado el hen
cho que actuari'a simultáneamente y en forma opuesta sobre la/fosfori
lasab quinasa y la glucógenosintetasa, podría se» este. otro elemeí
to de regulación en la síntesis y degradación del glucógeno.

También se estudiaron las propiedades diferenciales de la
glucógeno sintetasa dependiente obtenida con ATP- Mg++=3'5'AMP, de
aquella obtenida con Ca++.

Mientras 1a primera es reconvertible a 1.aforma indepen «
diente por acción del mercaptoetanol y iones magnesio, la obtenida con
Ca++, no lo es. Por otra parte, esta última es más sensible al calor y
a 1a digestión con tripsina, que la obtenida con ATP=Mg++-3'5'AMP.

Sin embargo, las constantes de Michaelis y velocidades má=
ximas para UDPGy G6P y las inhibiáiones prada-¿das por UDP y glu a
cosa son semejantes para ambas glucógeno sintetasas.

Se comprobó además que otros factores que actfian sobre e].
sistema de 1a fosforilasa actúan también sobre el de la glucógeno sin w
tetasa como ser: l) acción de la adrenalina y de su intermediario el
3'5' adenosina monofosfato; 2) inhibición del efecto del Ca-H-por una
fracción sobrenadante de la precipitación de la glucógeno sintetasa a
pH 5, Z y 3) la acción destructiva del mismo Ca++ sobre el factor pro
teico que interviene en sus efectos-sobre la glucógeno-sintetasa y 1a 
fosforilasa b quinasa.

Finalmente se discute la función que el Ca-H-y el adenosina
trifosfato pueden tener desde el punto de vista fisiológico, en relación
con el trabajo muscular y las acciones hormonales en distintas condi 
ciones.

De las conclusiones del trabajo experimental descripto en es
ta tesis y de los elementos que nos da la bibliografía se puede esque «
matizar un mecanismo como el indicado en las figuras 3 y 4.
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I. INTRODUCCION

El glucógeno es un glucopolisacárido muy ramificado cuyo
peso molecular, puede variar de l x 106hasta 3000 x 106 (1),dependien
do este valor de su origen y método de preparación (2, 3). Por metila 
ción (4, 5) se demostró que las uniones entre los residuos D-glucosilos
son at (1-04) y oc (l—" 6).

El modelo aceptado, con una estructura multiramificada, es
el propuesto por Meyer (6), en el cual las cadenas lineales {ormzctths'_\.').'
unidades D-glucosilos con uniones 0‘ (1——D4) están conectadas entre
sf por uniones 0!- (1-) 6). Estos últimos tipos de enlaces constituyen
Iba puntos de ramificación. Cabe destacar además que, la molécula de
glucógeno tiene un sólo grupo reductor y un gran número de grupo ter 
minales no reductores (Fig. 1).

La distribución de las ramificaciones no es completamerte rs
gular, (7, 8), ya que 1a longitud de las cadenas terminales oscila entre
6 a 9 unidades glucosilos y 1a de las cadenas interiores entre 3 a 4.

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

DISTRIBUCION DEI. GlUCOGENO.

El glucógeno está ampliamente distribui'do 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 1a princi_
pal fuente de reserva de azúcares es el almidón, el que además de te
ner una función biológica semejante a 1a del glucógeno en el reino ani
mal, tiene component es de estructura similar; Dichos componentes son:
la amilopectina con estructura arborescente semejante a la del glucó 
geno, aunque con un menor grado de ramificación y 1a amilosa con ca o
denas lineales de D-glucosilos 0‘ (If-‘44). Se ha encontrado en maíz,
un polisacár-ido, el fitoglucógeno, muy similar al glucógeno animal,(ll);
por otra parte en el hfgado de enfermos de glucogenosis de tipo IV, se
encuentra un polisacárido semejante a la amilopectina (12, 13).

ETUJIZACION DEL GL UCOGENO.

Durante 1a contracción muscular, el glucógeno se transfor 
ma en glucosa 1P y 1a glucogenolisís es proporcional a1 trabajo realiza
do (14). El GIP por vfa glucoli'tica se convierte en ácido láctico, gene t
rándose en esta conversión ATP. L-aenergfa contenida en el ATP será



É; PROPIEDAD REFERENCIA

I¡Longitudpromedio de cade
na (CL) *

Número de unioneso<(l—>6)
o de ramas externas

ilLfmitedefl ¡milolisis

¡Longitud ¿e las cadenas te:
¡minales (residuos glucosa)

l

(Longitud de las cadenas teï
minales luego de la acción
de la Q amilasa (residuos
glucosa)

Longitud de las cadenas te}:
minales luego de la acción
de la fosforilasa de múscu
lo (residuos glucosa)

Longitud de las cadenas in
teriores (residuos glucosa)

‘

! F! u o o“un; wrac1ón con iodo

Á máx en presencia de
1'2. Cl 2 Ca

i
l

10-14

8-10%

40-52%

;Man'a
Roj iz 0

460m ¡.L

Manners,Adv..Carb\ Chem“ ?12 2'
(1957) 262

Manners,Adv.Carb Chem 12
(1957) 262
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duos D-glucosa por grupo terminal. 4'



luego convertida por 1a fibra muscular, en energía mecánica.

Por otro lado, el ácido láctico fcrmado en el músculo, es
transportado por 1a sangre al hi'gado,donde se transforma en glucóge 
no. En la medida en que los tejidos periféricos necesitan glucosa,elg1_1¿1
cógeno hepático, la libera y 1a sangre 1a transporta a dichbs tejidos (c_i
clo de Cori) (15) (Figura 2).

EZLIMAS QUE DEGRADAN Y SINTETIZAN GLUCOGE1\.I_C‘)_E_I.\I
MUSCULO.

a) Degradación del glucógeno

1) Fosforjlaía Gt (l-O4)g1ucano; ortofosfato-glucosil transferasa.
Esta enzima cataliza la siguiente reacción reversible:

(G)n+ GIP: glucosil 6* (1—+4) (G)n+ Pío

Existen en el ihfisculo dos formas interconvertibles de esta
enzima (16, 17). Una de ellas es activa únicamente en presencia de ade
nosina 5 monofosfato, esta es, la fosforiJasaB F (b) . La otra esla
fosforilasag F (a)] , que no requiere dicho cofactor. Es de hacer ng
tar, que cuando las preparaciones de fosforilasa a envejecen, se obse_r_
va que el AMP aumenta 1a actividad de dicha enziïna hasta un 35%.(18).

La interconversión de ambas formas, se lleva a cabo por en
zi.rr;asespecíficas. Asfla tnnsformació de la fosforilasa b en a es
catalizada por 1a fosforilasa b quinasa [nF (b) K (19, 20),—segú—n la
siguiente ecuación: .

2 fosforilasa B + 4ATP F [bl K ¡fosforilasa _a_+4 ADP

Y enla conversión inversa, interviene 1afosforilasa 3 fosñ
tasa [F (a) F] (5) según 1a siguiente ecuación:

' F(a)FF (a)—’2F(b)+4pi
La fosforilasa a serfa por lo tanto un dfmero fosforilado de

1a fosforilasa B . (21, 22).

Los trabajos de Wangy col. indicari'an que la formación deF
(a) se produce por el sólo hecho dela fosforilación de la F (b), sin va 
riación del peso molecular (Z3,24).

Las preparaciones con actividad fnsfnrilásica se caracteri 
z_andesde el punto de vista de su contenido en fosforilasa a y B por
1a relación:



Actividad medida en ausencia de AMP F (a)
es decir—_W__-___——.._——_.—_—.—_._—__.-__ W..______—

Actividad medida en presencia. deAMP F (a) + F (b)

El nivel de F(a) es ia resultante de la acción de la F (b) K
que la forma y de 1.a F(a) F qúe la reconvierte en F(b).

Esta relación representa por lo tanto en primera aproxima
ción, el equilibrio delas acciones de ‘¡aF(b)K y de la F(a)F sobre sus
sustratos (F(b) y F(a) respectivamente.

La F(b)K existe también en 2 formas: una “no activada" con
muy poca actividad a pH 7. 0 y mayor actividad a pH 8, 0 y otra “activan
da“ casi con igual actividad a pI-I 7, 0 y 8, O (2.5).

Como en e].caso de la fosforilasa, también las Z formas de
F(b)K son interconvertibles "in vitro"; la forma "no activada" se con 
vierte en "activada" por acción de:

a) ATP - Mg ++—3'5' AMP (26);
b) Iones calcio (2.7);
c) Incubaciones cortas con tripsina (28).

Se han hecho estudios del papel que tienen "in vivo" la F (a)
y la F (b) durante la glucogenolisis. Antes de los trabajos de Morgan y
Parmaggiani (Z9,30, 31) se creía que la F(a) era la única que actuaba
"in vivo" en la glucogenolisis. Estos autores demostraron, que tam
bién la F(b) puede tener "per se" un rol importante, dependiendo ello,
de las condiciones fisiológicas. Una prueba decisiva de este hecho, se
obtuvo con e} descubrimiento de 1.acepa I de ratón la que a pesar de ca
rerer de F(a) y de F(b)K, desarrolla actividad musvu]ar prácticamm:
te normal (.32).

El mecanismo de acción de adrenalina en músculo esquelé 
tico puede esquematizarse de la siguiente manera: la primera etapa es
tá dada por 1a acción de la adrenalina sobre la ciclasa, enzima ésraq;
transforma el ATP en 3'5' AMP cíclico. Este nucleótido estimula la ac
tivaciónde3aF porel estaíntimaenzima"activada;
transforma 1a F(h) en F (a) aumentando con ello Ia, glucogenolisis (25,
33, 34, 35, 35, 37, 38. 39) (Fig. 3).

Z.Oligo (l - 4) -—-> (I - 4) glucantransferasa.

9 Esta actividad, transfiere principalmente residuos de 3 glu
cos os en °< (1-) 4) de una.cadena ini-1ra. a una reteptora.Esta. trans



ferencia puede ser inter o intramolecular. Algunas veces la transfieren
r 2.ase hace con residuos de 2 glucosilos e: (]—> 4) (40).

Abdullah y Whelan (41) y Brown y colab. (42) demostraron
qje el proceso de desramificación. puede también llevarse a cabo sir
ïosforolisis, por la sola actividad dela oligo (1 - 4) ——>(l —4) glucan
r?ansferasa y la amilo (1-) 6) glucosidasa.

. Enzima desramificante o amilo (1-0 6) glucosidasa.

Esta enzima actúa en el catabolismo del glucógeno, hidroli -
7and0 la unión a (l -—) 6) del punto de ramificación, cuando ha que 
dado un 561,0residuo glucosilo en dicho unión. La actividad degradativa
de 1a fosforilasa sobre el glucógeno, deja cadenas externas con cuatro
glucosilos o: (l-—> 4) (43).

La oligo (l - 4)——> (l - 4) glucantransferasa transferirfa
de una rama externa de la. dextrina lfmite de 1a fosforilasa, 3 glucosi .
los unidos en 0‘ (1——-p4) a otra rama externa.

De este modo, deja un sólo glucosilo en la unión oC(l —I 6)
y permite que 1a enzima desramificante actúe (40M

Los ensayos de BrOWne Illingworth (44) para separar las ari
tividades de enzima dnsra'r-úíficante y de oligoglurtantransferasa no die
ron resultado.

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

La ausencia de la enzima desramificante y posmlemente tarr_1_
bién de 1a oligoglucantransferasa, produce 1a glucogenosis de tipo III ,
era1a que el glucógeno tiene la estructura 'de una dextrina límite de 11a
fosforilasa (45).

4. nt amilasa o ot 1,4 glucano hidrolasa.

Hidroliza el glucógeno en dos etapas. En la primera, más rá_
pida, produce la ruptura de las cadenas exterior es lineales [ con unio_
nes of. (1-—-)4) , dando oligosacáridos de 4, 5 o 6 glucosilos unidos
por lo tantolen 04 (1-—) 4).

En una segunda etapa, la hidrmisis de}.glucógeno residual ,
ptnrlnre la ruptura de uniones OLíl-—r 4) interiores dando ahora por
10 tan'n. fragmentos rangifirados [crm uniones 0€ (.!-—) 6) 1 (46, 47,
48, 49).



5. K amilasa o oí (1-94) glucano-glucohidrolasa.

Esta enzima libera del glucógenn, residuos glucosa uno a
uno, comenzando por el extremo no reductor (50). Rosenfeld opina,que
la gamaamilolisis, podrfa ser un camino que adquiere importancia ,
cuando el organismo re quiere rápida liberación de glucosa a partir del
glucógeno (50).

Teniendo en cuenta el efecto glucogenolf'rico de la adrenali
na, es interesante destacar, que la inyección de esta, produce aumer_1_
to dela 3' amilasa.

Además, los músculos que tienen alta actividad de fosforila
sa, poseen baja actiVidad de X amiJasa; mientras que otros órgancs C2
mo el bazo y los pulmones que tienen baja actividad de fosforilasa, pg
seen actividad muy alta de «YamiJasa. (51).

En 1a glucogenosis de tipo II o enfermedad de Pompe, no se
encuentra b“amilasa, ni en hígado, ni en músculo, lo que demostra 
rfa 1a importancia de su rol fisiológico (52).

b)Eintfiisiíglucógeno.

1. UDPG : or. - l, 4 -g1ucan Of. l, 4 -glucosi1transferasa (glucógeno «
sintetasa). (Gb)

Esta enzima cataliza 1a siguiente reacción:

UDPG+ (G)n———’ glucosil OC(1 ——4) (CHIl+ UDP

Como se indicó antes, 1a fosforilasa actúa "in vitro" sinte
tizando o degradando glucógeno. En un principio, se le habfan asigna.
do también ambas funciones "in vivo". Una serie de hechos hicieron d_u
dar de su papel sintetizador, asignándole dicha función a 1a glucógeno
sintetasa, enzima descubierta por Leloir y Cardini en el año 1957(53).

Entre estos hechos pueden citarse los siguientes:

L Relac_i_6_n__1ï’_i¿GlP

Ta reacción catalizada por 1a fosforilasa es la siguiente:



GIP+ (G)n“'——._> (Gesa reacción es: )n+ 1+ Pi y la constante de equilibrio para

[unn + l] [Pi].____—_.__._

[‘G )n] [(3-1

como el número de glucosilos terminales reactivos del glucógeno no va
rfan antes o después de la reacción se puede escribir:

K = [Pi]_.______ (54, 55)

[mi
K varI'a con el pH, debido a 13; diferentes pKdel Pi y de la

K

GIP.

Sus variaciones son:

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

In vivo la relación Fil/GIP excede en mucho los valores de
la relación entre Pi y GIP hallados. Larner determinó que esta rela 
ción es de 75 a 100 veces mayor que la relación del equilibrio (56), de
modo que "in vivo" la reacción ampliamente favorecida, es la de fosfo
rolisis del glucógeno (57, 58).

II; Cambios de la energía libre en_l_af__dsi'rïe.s__is_del__gllcqaïilgjlaï-tirde
UDPGx de ¿R

La pérdida de energía libre que se produce, cuando haytran_s_
ferencia de un glucosilo al glucógenn, es de 3. 090 calorías mayor cuarl
do el dador de glucosilos es el UDPG que cuando lo es el GIP (59).

Esto significa, que la transferencia de glucosa a partir de
UDPGes una reacción termodinámicamente más favorable que 1a. que
se produce a partir de GIP.

III. Cambios de actividad de la fosfiorilasa.

Todos aquellos prom-«sos qm“Flevan a activación de la foá'o



rilasa, con aumento de la forma a siempre producen glucogenolisis y
nunca disminución de esta o aumento de síntesis. Asi' la adrenalina in 
yectada ": \ vivo" aumenta los niveles de fosforilasa a (14) y aumertala
glucogenoïisis. En hemidiafragmas incubados en un r_nediocon glucosa,
donde existe síntesis neta de glucógeno, la adición de adrenalina trans_
forma esta si'ntesis neta, en disminución del glucógeno diafragmático 
(60).

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

El agregado de fosforilasa B quinasa pura, a homogenatos
de músculo pectoral de paloma, aumenta la fosforilasa a y la glucoge
nol isis (61).

IV.Enfermedades por carencia de fosforilasa o glggógínisintetasa.

McArdle en 195] (62), describió una enfermedad caracteri
zada por fácil fatigabilidad, producción de calambres musculares y fa]:
ta de elevación del lactato venoso en respuesta al ejercicio. Interpre 
tó estos hechos como un trastorno en la conversión de glucógeno 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 glucógeno es
tá aumentado y la fosfoglucomutasa, amilo 1-6 glucosidasa, fosforila Ï
sa b quinasa, fosforiïasa a fcsfatasa (PR enzima), glucógeno sinteta 
sa í UDPGpiro-fosforilas; están presentes. Hay síntesis de glucóge 
no sin fosforilasa. Ello sugerirfa que la fosforilasa tiene actividad de
gradativa sobre el glucógeno. _

Spencer (65) informó sobre la existencia de una enfermedad
por carencia de GS y que está acompañada por muy bajos niveles de glu
cógeno hepático e incapacidad de mantener el nivel de azúcar sanguf 
neo durante el ayuno.

En conclusión, la presencia de fosforilasa ola activaciónde
ésta, siempre va acompañada de glucogenolisis o transformación de sl'n
tesis neta de glucógeno en degradación; nunca se produce disminución
de glucogenolisis o aumento de sfntesis de glucógeno. Las enfermedades
por carencia de fosforil asa inducen altos niveles del glucógeno y las de
carencia de GS muy bajos niveles del polisacárido.

Todo esto tiene como lógica conclusión, que la enzima que
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interviene enla sfntesis del glucógeno es la GS.

Las etapas que llevan a su conocimiento. comienzan con el
descubrimiento del UDPG como coenzima, durante el estudio de la con
versión de Gal lP a GIP (66. 67. 6,8,69) los que establecieron la siguien
te estructura: _

OH

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

La biosi’ntesis de este nucleótido azúcar es catalizais. por la
UDPGpirofosforilasa (72) de acuerdo con la siguiente ecuación:

GIP + UTP UDPG + PP

Posteriormente se han encontrado gran número de_nucleóti
dos azúcares y derivados producidos por mecanismos semejantes ( 73
74). los que intervienen ."enbiosfntesis en las que hay transferencia de
la fracción no nucleoti'dica a un receptor (74). La primera evidencia de
este tipo de reacción, se tuvo en la biosfntesis de la trebaloaa (75).

Dentro de este tipo de reacción. esta la. de formación de nu:
vas uniones ac (l—-4) en un PprimerF-o cebo de glucógeno a partir
de UDPG (53). "

Este mecanismo de la biosfntesis del glucógeno, en mamfle 
ros, se lo ha estudiado en músculo (76, 77, 78. 79). en hígado (53. 80). en
corazón, bazo. riñón, ¡mlmón (76), en cerebro (81). También se lo ha
estudiado en bacterias (82). en levadura (83). en Neurospora (59).

ll



En 1959 Leloir y col. , observaron el efecto activador que
tenfa la GóP (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 1a reacción (59, 76, 84), ni ac túa
protegiendo a la enzima (83).

Su efecto es disminuir el Km para el UDPG (59, 84). Algra
nati y Cabib (83) señalaron la posibilidad de que la GS pudiera exis:
tir en dos formas interconvertibles. Una forma independiente ü G6P,
1a {GS (I) , la que ya tendría una estructura estable con mayor afi
nidad para UDPG. La otra forma, Í (GS (D) ] dependiente de G613 ,
necesitaría dicha hexosa fosfato para obtener una configuración con
mayor afinidad para el UDPG y por ende favorable para su actividad.

El grado en que una determinada preparación de GS, no
precisa GóP para su actividad, está dada por lo que llamaremos rela;
ción de independencia de G6P (RlGó) que se define como:

Actividad de GS medida en ausencia de GóP

Actividad de GS medida en presencia cb GóP

Esta relación dala proporción de GS (I) que existe en una
preparación dada.

Dicha relación puede disminuirse por efecto de:

a) ATP - Mg++
b) Ca++

o c) Tripsina

La.acción de ATP - Mg++sobre la GS es acelerada por
3'5' AMP y durante esta acción se produce fosforilación de 1a enzima
(85), semejante a la que se produce en la fosforilasa b, también en
ambos casos en un residuo serina (86); Esta reacción es dependiente
de un factor proteico separable dela GS de músculo (87) y que deno -‘
minaremos; Glucógenoá-sintetasa (I) quinasa (GS (I) K) a

La conversión por iOnes Ca requiere también la presencia
de un factor proteico específico (CAF) (88); Además de la tripsina(89),
otras enzimas proteolfizicas d'an efectos semejantes como la pepsina
y 1a quimotripsina (90);

La transformación de GS(D)a (78(1)requiere l'a presens
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cia de grupos sulfidrilos con G6P o con Mg'H' (59, 84),Cuandnla (35(1))
ha sido marcada con P32 por 1a acción de ATP marcado en el fósforo,
su transformación en (35(1)se acompaña de liberación de P“ (85).

2. Enzima. remifiíante o (lr-P4 )¿lucano 6 ¿111.99ijtransfeíasE.

Esta enzima separa residuos de una cadena 1inea1°<(ld—>4)
y los une a otra similar, introduciendo en esta última un punto de ra
mificación en el carbono 6 del glucosilo receptor (9, 91) Figura 1.

La ramificación se produce por transferencia de una sóla
cadena de oligosacárido y no por transferencias sucesivas. Preferen
temente se transfiere oligosacáridos con 7 glucosilos y el oligosacá 
rido más corto a transferir es de 6 glucosilos (92).

Elbieto de los experimentos indicados en "Resultados". En razón del
hecho, que la fosforilasa y 1a glucógeno sintetasa tienen funciones o
puestas en el metabolismo del glucógeno, surgió 1a idea, que determi
nados factores podi-fanafectar a ambas enzimas en sentido opuesto.

Estos factores serviri'an de ese modo, como mecanismos
de regulación, de dicho metabolismo.

Asf, se estudiaron los efectos sobre 1a glucógeno sinteta
sa de los factores que ya se conocían, producían efecto sobre 1a fos 
forilasa, como: la adrenalina y su intermediario el 3'5'AMP yconma
yor amplitud e].del ion calcio. _



FIGURA 1

ESTRUCTURA DEL GLUCOGENO

FIGURA2- CICLO DE CORI

ACIDO LA'cr/co
/\

aLuco'aENo MUSCULAR GLUCÓGENO HEPA'TICO\/
GLUCOSA SANGUIÑEA
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Begít‘íygï, enzimas y materiales usados.

a) Preparación de UDPG.

919129 .fr..1'9

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

EDPG radíoacti'vo uníforrymente marcado en laglucosa c.oncu; ' “"' y 
El método se basa primer-o en 1a obtención de GóP marca —

da a partir de glucosa C“ incubada con ATP y hexoquínasaEl
GÓP C“. se trata en una segunda etapa con un extracto de
Sancharomices fregilis qu’econvierte la GóP Cuen GlP C14
por acción de su fosfagluc‘omutesa en.presencia de glucosa 1,6
difosfato. A su vez la. GIP C" en presencia de UDPG conte 
niendo trazas de UDPGal, se convierte en UDPG C“, por ac
ción reversible de la Galactowaldenasa. (94).

La mezcla de incubación para obtener GóP C’hfue1a signo]
te: 2, 3 ml de Tris maleato 1, o M pH 7.2. 1. 7 ml de 50,,Mg ’
0,1 M. 10 ml de ATP 40 ¡JM/mk óomg de glucosa unifor 
memente marcada de 130.-000 cpm/AM.

3, 3 m1 de hexoquinasa 20 mg/ml; se inCubÉ 30 minutos a
3'?9 C, se inactivó por calor a 1003 C durante 2 minutas.

El tiempo de incubaciBn se determina previamente con un
ensayo piloto en el que se precipitá l'a sal de bario de la G 6 P
y determinó glucosa por el método de Somogyi Nelson (95, 96).

El rendimiento de la incubaciñn en GóP C“se hizo croma
tografiando una.pequeña alícuota en papel Whatman y midien:
do cpm en el GóP C“ y glucosa (Si...

Quedó sin fosforilar, alrededor de un 5%. La preparación
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b)

riel extracto crudo del SaccharomiCes fragilis se hizo seg ón
Bryks (97). La mezcla de incubación para obtener el UDPG
fue la siguiente:

12 m1 del primer incubado conteniendo (161DC“
2 ml de UDPG de 14o ¡,M/ml.

4 m1 de solución de S. fragilis en la máxima dr.'I-,:.íó-'H1'=1P
dio máximo rendimiento de UDPG C1“ensayado en prat-ba. pila
to. En nuestra preparación se utilizó una dilución de 1/“).

0, 42 m1 de glucosa], 6 difosfato 0, l pM/ ml.

Se incubó 30 minutos a 379.C. Se detuvo la reacción Fr!tr fr)
con 4, 2 m1 ácido tricloroacético al 40%, se centrifugó ¡niego ,
se lavó dos veces con alcohol a1 50%, se juntaron los SAT-nana
dantes y concentraron. Para purificar el UDPG, se io croma
tografió en papel Whatman 17, usando como solvente:

7, 5 etanol 969 - 3, 0 buffer acetato de amonio l, 0 ini-í"'._9.

Versene O,001 M (69),las zonas de UDPG se eluyercv y se
midió: absorción a 260 mp , radioactividad y fósforo según
"Métodos analíticos".

Preparación de otros reactivos, enzimas y materiales.

3'5' AMP cíclico se preparó según Cook y otros (100) por
hidrólisis alcalina de ATP en Ba (OH)2

Fosforilasa b cristalina de músculo esquelético de rata,se
preparó según Fischer y Krebs (101).

La DEAE celulas} se preparóltratándola con NaOH 1, ON
y luego lavándola con agua destilada hasta neutralidad.

glucosa 6 fosfato dehidrogenasa se preparó por el método
de Kornberg y Horecker (102).

_I__.ahexoguinasi se preparó de acuerdo a McDonald (103).

‘L‘apiruvato gulinasa se preparó como la describen Leloir
y Goldemberg (164).

Los reactivosI enzimas y materiales utilizados, cuya pre
paración no se indica, son de origen comercial.



2. Métodos analfticos.

E1 glucógeno se determinó segfin el método de Krisman
(105). '

El fósforo se determinó pbr el "Método de Fiske y Subba
row (98) en 1a siguiente forma: El fósforo inorgánico, directa
mente; el fósforo lábil, previo calentamiento en H‘SO,‘l, 0 NT
15 minutos. a lOOIC, y restándole el fósforo inorgánico; el
fósforo total, previa mineralización en HiSO‘ 5N.

La glucosa se dosó según Somogyi (95), 1a glucosa libre
directamente, la glucosa lábil, previo calentamiento en H C1
0, OlN. diez minutos a 100' C (99) y restándole 1a glucosa li
bre.

La medición del glucógeno radioactivo se hizo según Ieloir
y otros (76).

GóP y ATP se determinaron por el método de Kornberg y
Horecker para medir GóP dehidrogenasa. con ligeras varian
tes y 'en las cuales, una vez determinada 1a cantidad de G 6P
presente en la mezcla de reacción (en exeeso de GóP dehidro_
genasa)por el TPNH producido. se agregó glucosa y hexoquina
sa, los que en presencia del ATP. producirán un nuevo aurneí
to del TPNH proporcional a la cantidad de ATP presente.

La determinación de Hgtefnas en homogenéizados, se la
hizo según el método de Kunitz McDonald (106). En prenata
ciones más purificadas se usó el método de Lowry (107), al
que se hicieron pequeñas "modificaciones‘por 1a presencia de
glucógeno (108) y según Warburg y Christian (109) para ios ca
sol de efluentes de cromatografi’as en DEAE celulosa y ultra-n
filtraciones en gel de sephadex. '

Determinación de 1a actividad de glucógenou-sintetaszü

Con excepción de loa homogeneizados y las preparaciones
más purificadas ensayadas el mismo dfa de la preparación, tg
das las preparaciones se preincuban en mercaptoetanol 0. 05M
durante 30 minutos a 309€. Esta incubación permite recupe 
rar las actividades originales sin que vai-fe1a relación de las
dos formas de enzima.

La composición de 1a mezclade reacción para el ensayo de
actividad de GS fue 1a siguiente:
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UDPG 0, 005 M. Buffer TRIS- HCl pH :7,5 0, 05M. EDTA 0, 0025 M.
Gluc'ógeno 1%.G6P cuando se agrega en concentración de 0, 01M. Enz_i_
ma. Volumen total 0, 04 ml. Salvo indicación en contra, las incubacio_
nes se efectúan a 309G durante 30 minutos.

La reacción se detiene por calentamiento a 1009€- durante l mi —
nuto y medio. El UDP formado, se mide con el método de 1a piruva
to quinasa (110) en el cual la mezcla de incubación indicada arriba y
.705blancos y standards que correspondan, se incuban con 0, 025 m1.
de fosfnpíruvato 0, 01 M (usualmente como sal de ciclohexüamonio en
ClK O,4 M) y 0, 025 m1 de piruvato quinasa dílufda en sq‘Mg 0, 01 M.
Se incuba 20 minutos a 309 C, se agrega luego 0, 15 ml de dinit'ïrofe 
nilhidrazina en H Cl 2, 0 N.

Después de 5 minutos se agregan 0, 2 m1. de NaOH 10 N y 1,1
m1 dP etanol, de 959, se mezcla y centrífuga. Se mide densidad óptica
a 520 m y del líquido sobrenadante.

Cuando 1a actividad se mideapor incorporación de glucosüos mat-ca
dos a1.glucógeno. se usa UDPG radíoactivo marcado uniformemen 
ce con C en la glucosa.

Luego de la incubación la reacción se det'iene con G,9 m] de KOH
al 33%, se calienta en baño hi'rvíendo 20 minutos, se deja enfriar, se
agrega l, 3 m1 de alcohol 969 y en.baño maría se vuelve "-1calentar
hasta ebullición incipiente, se deja enfriar, se centrífuga y el pre
cipitadn se lava. 4 veces con una solución de alcohol al 33% saturada
:"vm804 Na

EI precip'i tado lavado se toma er. O.2 m1 de agua, se plaquea y
cuenta.

Efiñtwéné C26-251.6-13.E‘EHYLL‘MPLel? .fpfifiosilasa. ‘399131.???

La rnmposirión de ¡a mezcla de reacción y demas condiríones fue
r-on“lasque utilizaron Krebs y otros (26) con ligeras variantes. '
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Como se ve en 1a tabla I, la adrenalina produjo disminución
de la actividad total de la GS en hemidíafragma de rata. Además de es
ta. diferencia, en las condiciones del experimento, y como ya Waalas
(60) y Cori (14) lo informaron, se observó glucogenolisís neta y aumen_
to de la fosforilasa 3 (lll).

IÓÉLA

EFECTO ¿pgggfigmA SOBREPARESDE HEMLDIAFRAG:
Mir-15135:!)

Dete:-mi— No, de Con-‘rol Adrenï' Dif, Error P (2))?
namón de males U) lina Neta Stanchrd

Glupóge 
no sinte - 21 49. 4 32, 6 -16,8 1:57 < 0)001
tasa total
(2.)

Fnsfoúli
sa 21(3) ¡0 240 450 +210 ZC) (0,09]

G]H-6ge -.
no {4) 4 I,‘35 0,51 4,04 0,1 < 0,001

(1) Cada experimento se llevó a cabo cor: un solo animal, incubando
un 1'firru‘dípzfragmacon adrenalina y el ozro hemidiafragma sin,
ella, como 00111:ol.

(Z)=ï< La pmflóabflidad P se calculó de acuerdo con el test de Student
como lo describió Fischer (114).

2.) Mir romoles de UDPG/gr, de músculo fresco e'n ¡5 minutos.
37' Mirzromo]es de fósfoznl’gr, de mñsr'flo fresco en 15 minutos.
4) Mg/gr. de ¡11-53-7120fresro en 30 minutos.



Pares. de hemidiafragmas de ratas ayunadas un mínimo de 3
horas, se incubaron 30 minutos a 37°C en medio salino según Stadie y
Zapp ([12) en 02con y sin agregado de ISPgrs/ml. de adrenalina. Dei
pués dela incubación, los hemidiaíi agmas se homogeneizaron en agua
destilada (lU volúmenes) y determinó GS total y glucógeno (Según Mé 
todos). La fosforilasa a se determinó ;e ¿fin el método de Cori con li 
gcras modificaciones (113).

2) ¿95.7%511de! 3'5'A_ME’._39952L3_839%2939192221119m__s__9 ene;
tos de músculojle rat}.

Con el objeto de estudiar el mecanismo por el cual la adrenï
nalina actúa sobre el glucógeno sintetasa (GS), se hicieron experimem
tos en los que se investigó el efecto del ATP-Mg"-3'5'AMP sobre esta
enzima. Se tuvo en cuenta para ello, la forma. como dichos nucleótidos
actúan sobre el sistema de 1a fosforilasa.

Sutherland y col. (58) demostraron que el 3'5'AMP es el in 
termediario del efecto de adrenalina, sobre la fosforilasa. Como se ve
en la tabla II el 3'5'AMP también actúa sobre la GS total, disminuyén
dola en la misma forma que lo hace 1a adrenalina.

TAB_I__.A 11

ACCION DEL 3'5'AMP CICI.ICO SOBRE LAE;w.

Mezcla de incubación GS cpm Fosforilasa yM de fósforo inorg.

Sistema completo 197 l, 89
Menos 3'5'AMP 267 0, 36
Menos
ATP-Nïg- 3'5' ADÁP 360 0, 09

v.—_'

Se mata una rata alimentada "ad libitum", anestesiándola'con
.I\'em";-.:r3¡y desangrándnla por la yugul ar, se toma el músculo de las pa.
tas traseras y se lo homogeneiza en una licuadora, con 2 volúmenes de
agua tira, se centrífuga a 4. 000 g. y el sobrenadante se usa como fuen
te de enzima. _

El sistema completo de incubación contienezBuffer glicerofos
fato-Tris 50 ,UMpH 6, 8; cisterna neutra 3 mM; ATP 3, 6 mM, acetatodeT
Mg l, Z.mM, 3:5‘.'-‘=.Ïr-/1PO, 5 tir-¡My 0,] ml de extracto de músculo, en un
volumen total de J, 2.5mi. Después de 5 minutos de incubación a 30 C
se agregó 2 volúmenes de una solución (pH 6, 8} conteniendo glicerofos
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fato de sodio 0, 04M, EDTA 0, 04M y cistei’na neutralizada 0, 03M.Se to
maron inmediatamente alfcuotas de la mezcla para la determinaciónde
las actividades enzimáticas.

Glucógeno sintetasa se midió 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 Analf
ticos".

El glucógeno se precipitó luego con etanol, se lavó y contó.
La fosforilasa se determinó 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
más purificados que un simple homogeneizado, se purificó dicha enzi
ma basándose en el método descripto por Leloir y otros (76) y por
Krebs y otros en la preparación de la fosforilasa 2 quinasa rl-“(b)K]
(25).

l) Preparación del precipitado ácido de más-“9.1o esquelético de ra

Ratas de 150 a 200 gr. de peso alimentadas "ad libitum", se
mataron por decapitación y luego se las dejó desangrar. Las operacio_
nes siguientes se efectuaron en el cuarto fri'o entre 0 y 4° C.. Los mús
culos delas patas traseras se homogeneizaron durante 1 minuto en u
na licuadora con EDTA O,004 M, NaOH 0, 004 M (500 ml. por cada 100
grs. de tejido). El homogeneizado se centrífugó durante 20 minutos a
4, 000 g y al sobrenadante se lo pasó a tra-vés de lana de vidrio,para se
parar las partfculas de grasa. Luego se agregó Lentamente y con agi 
tación, ácido acético l, 0 N para bajar el pH del extracto, desde su va
lor original 7, 0 hasta 5, 2.

Se formó un precipitado liviano, que se recogió por centri 
fugación a 8. 000 g durante 20 minutos. Este precipitado se resuspen 
dió en buffer glicerofosfato de sodio (GF) 0, 05 M -EDTA 0, 002M( 50
ml. cada 100 g de tejido original) con 1a ayuda de un homoneizador Pot_
ter. Esta suspensión se ajustó a pH 7, 0; se la volvió a centrifugar du 
rante 10 minutos a 15. 000 g, para separar la proteína desnaturalizada.

Esta preparación se mantuvo en la congeladora durante va 
rios dfas (congelándola y descongelándola varias veces durante ese
tiempo); se formó un precipitado que se separó por centrifugación a ba
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ja velocidad, sin que se afectase 1a actividad GS del sobrenadante.

Esta preparación que denominaremos "PA", contiene usual f
mente alrededor de 4, 5 mgrs de proteína por m1; una unidad de activió,
dad de GS/ml, con una relación de independencia de G6P (RIGó) entre
0, 60 y 0, 80 y 520 unidades de fosforilasa b quinasa por m1, con una r2
lación entre 0, l y 0, 2 m1. respecto a 1a actividad determinada a pH6,8
y a 8,2. Esta preparación fue discretamente estable. A -20°C, en ¿in
mes suele perder alrededor de 30%de actividad, siendo este valor bas_
tante variable. En los experimentos en que no se indica cantidadcb"PA"
utilizada, ésta fue de 5 a 10/211y en las diluciones apropiadas de modo
que las D0 producidas por las reacciones de c‘olor, permiten buenasleg
turas.

2) Efecto del ATP-Mg‘H-3'5'AMP y del Ca++sobre el precipitado
ácido "PA".

Como se ve en la tabla III, en preparaciones parcialmente pg
rificadas de GS, como lo es el "PA", el agregado de ATP-Mg++- 3' 5'
AMP no afecta a 1a activi dad total; es decir, desaparece el efecto ina_<_:_
tivador sobre la GS medida en presencia de GóP. Pero en cambio se ok
serva una disminución de la GS(I) con la consecuente disminución del
RIG6.

Por otro lado, sobre este tipo de preparación, se obtuvie
ron efectos del ión Calcio, semejantes a los del ATP-Mg” 3'5'AMP _
Estos experimentos con Ca‘H’fueron sugeridos por los trabajos ó Krebs
y otros (25) en los que el Ca‘H’actúa en forma semejante al ATP o
Mg'H'r-S'S'AMPsobre la F(b)K y por ende sobre la fosforilasa.

De vez en cuando se obtuvieron preparaciones de "PA" enlas
cuales los efectos de Ca‘H'y del ATP fueron menos netos, o uno de es 
tos efectos fue mjicho ¡“másneto que e1 otro; pero en todos los casos
se observó disminución del RIGó.

En cierto número de preparaciones. se observó un consiste!
te aumento de la actividad total de GS por acción del Ca'H' de hasta un
20%, pero lo habitual fue un aumento menor del 10%, aunque sumamen
te reprodncihle.
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TABLA III

EFECTO DEL ATP-M3-3'5'AMP y del Ca++sobre 1a GS en "PA"

Densidad óptica a. 520 m
Incubación con

-GÓP +G6P RIGÓ

H20 0.25 0,40 o. 625
ATP-Mg-3'5'AMP _ 0.04 o, 37 o, 11
Ca++ o. 07 0,43 . o, 16

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

En 1a la. el "PA" se preincuba con mercaptoetanol 0, 05Mdu
rante 30 minutos a. 30 o C.

En la 2a. se hacen las íncubaciones con los compuestos indi 
cados en la tabla de 1a siguiente manera:

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

b) ATP-Mg++.- 3'5'AMPzBufier TRIS o. 04M pH 7, 5. ATP o, 0018 M; ace
tato de magnesio 0, 006M; 3'5'AMP 10‘5M y "PA" de la, primera. eta
pa.

c) Ca++zBuffer glicerofosfato 0, 04M pH 7, 2. 012 Ca 0, 007M y "PA" de la.
primera etapa.

Volumen final 0. 05m1. Las incubaciones fueron efectuadas a
30°C dumnte 5 minutos.

Las reacciones se detuvieron con 0, 01 m1. de EDTA 0, 15 My
frfo; se diluy-fi con glicerofosfato (GF) 0, 01M pH 7, 0 y se ensayó acti 
vidad de GS según se indicó en métodos.



C) CONVERSION DE LA GS(I) A GS(D) POR EFECTO DEL Ca++
—.___.._..-———a_—_—_.. .--_.

EN PREPARACION "PA"_;_I3ÏÏÓ_151EDADES.

1) Autenticidad dela conver_si6n de_la GS por la acción del Ca'H'.

Friedman y Larner (85) informaron, que la. conversión de 1a
G811)por ATP-Nig+4-, consiste en ¡ma foaforilación de la GS(I). Comoa
demás Ia G6P por un lado activa la. transformación inversa de GS(D) Z
GS(I) ('39), y por otro interviene como activador de 'I.aGS(D)en1a mez
cla de ensayo de actividad tota] 'de GS, se creyó conveniente por lo tan
to determinar las concentraciones de ATP y de GóP en el "PA" incuba
do con y sin Ca++. —

Por lo que se ve enla tabla IV, los valores de .ATPyd? G6P
hallados po: eï método de Kornberg y Horecker (102) son muy bajos y
7.03valores correspondientes; de densidad óptica a 340 my. estuvieron
¿asi en el Ifmite de Sensibilidad del aparato. (Espectro fotómetro Beck
man DH).

Además, el efecto dei calcio sobre la GS fue el mismo;ya se
midi/eta. directamente la actividad de GS de la mezcla de reacción, o
pre: ipitándola previamente con 504 (NH4)2 ; ya se midiera por el UDP
liberado o por 1a radioactividad incorporada al glucógeno a partir de
UDPGC'" marcado enla glucosa.

E1 efecto de]. Ca++ no es debido, por 10 tanto, ni a la. dismi
nnvión de] G613endógeno, ni a 1a reacción con ATP.
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TAB LA IV

AUTENTICIDAD DE LA CONVERSION DE LA GS POR ACCION
DEL Ca++ r

Condiciones Unidades GS Concentración M en el
de Ensayo -G6P v-GóP RIGó "PA"

conversión G6P ATP

UDP 1,07 0,77 o, 72
{

A.Control UDHS)’ 1,10 o, 73 o. 66 1.1x10' 5 7x10° '
c'“ 1, 03 0,73 0.71

UDP fi 1.23 0,30" 6,24
B.. Ca++ UDP(S)‘ 1, 4o 0,32 o. 23 1.1x10' 6 3. 5x10'?

C'“ 1,13 0,27 0,24

La mezcla de incubación de 1a reacción de conversión contie
ne: enzima de "PA" preincubada con marcaptoetanol como se indica. en
la tabla III, buffer glicerofosfato 0, 04 M pH 7, 2. La serie (A) se com 
pleta volumen con agua; la serie B tiene además C12Ca 0, 007 M..

Volumen total 0, 15 m1. Se incuba a 30°C durante 5 minutos.

Para las determinaciones de actividad enzimática. se toman a
lfcuotas de 0, 02 ml y se colocan: los de la ,serie A-sobre buffer TRIS _
0, 05 M pH 7, 5 EDTA 0, 01M y ClgCa 0, 005M, y los dela serie B con
buffer TRIS y EDTA solamente. Estas alfcuotas con reacciones deteni 
das se utilizan directamente para ensayar GS por el método del UDP o
radioactivo, con o sin GÓP en cada caso, de acuerdo a lo descripto en
métodos.

4‘
Los resultados de la línea (S)corresponden a a'li'cu'otasa las

cuales se les agregó sulfato de amonio a una concentración final de 50%.

La GS precipitada que s;- nzl‘tiénecontrifugando a 10. 000 x g
durante 2 minutos, se res..s;.m1-ie -.| m'i’er gliceroiosíato 0, 04M pH7, 5,
'EDTA 'J, 001M y se mich: .1 .H‘thv'nddl‘ide ¿S de. recuerdo a Lc indicado pa.
ra e} ensayo direct“.



Las determinaciones del contenido de ATP y GóP se efectua
ron con los restos de las fracciones A y B , se calentaron en baño _
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 G613y el
ATP se determinaron por el método de Kornberg y Horecker (102) con
algunas modificaciones.

Mezcla de incubación para la determinación de G6P: Buffer
TRIS o, 04M pH 8,2. Cleg o, 015M. TPN 0,03 ¡moles /m1; GóP
dehidrogenasa; sobrenadante de incabado con y sin Ca++, calentado a
lOO’C 2 minutos y centrifugado.

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

La diferencia de lectura a 340 mA nos permite deducir el
contenido de G6P. Una vez estabilizada la DO por consumo de todo 1a
GóP, agregamos hexoquinasa y glucosa a una concentración final de
0, 4AM/ml. El nuevo incremento de lectura a 340 m p nos permite
conocer la concentración de ATP.

2) Especificidad del efecto de Ca++.

Se ensayó la efectividad de otros cat iones divalentes como
Sr++, Ba++, Ca++. Mg++,y Zn++ en comparación con Ca++. Como se
ve en la tabla V. los cationes alcalinos térreos Sr++ y Ba++ son los
que produjeron conversión de GS independiente de GóP (35(1)s'a‘.‘ la
forma dependiente GS(D).



ESPECIFICIDAD DEL EFECTO DE Ca++.

Catión Tiempo de , Actividad de GS % del
agregado incubación DO ef ecto

Minutos -G6P +G RIG6 de Cai-Í

Hzo o 0,:"17 0,25 o, 68
_ 5 0, 155 0, 24 0, 65

Ca-H- 0 0, l 65 O, 265 0, 64
5 0, 06 O,29 0, 206 100

Sr++ 0 0, l 65 0, 27 0, 605
5 O, 07 0, Z9 0, 24 87

Ba++ O 0, 17 0, 275 0, 60
5 0, 145 0, 28 (B 52 14

Mg++ o o, 165 o. 255 o, 65
5 0, 155 0, 255 0, 60 3

Mn++ 0 0, 20 (E.305 0, 65
5 0, 165 0, 245 (I, 67 

2n++ o o, 13 o, zz _o,59
5 0,125 O,2.25 0, 56 

Co++ - ¿o o, 095 o, 16 'o, 59
5 0, 03 0, 045 0, 67

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

Cloruro de catión correspondiente 0. 02M."PA".

Volumen total: 0, 03 m1. Incubado a 30°C durante 5 minutos.

La reacción se detuvo con 0. 12 m1 de TRIS 0, 1M pH 7, 5
EDTA 0, 01M. '

Se tomaron alfcuotas para 1a determinación de 1a actividad de
GS según se indica en métodos. '
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3) Variación de la actividad de la glucógeno-aint-etasa en función
del tiempo.

Cuando se incubó un "PA" a distintos tiempos, se observó
que la actividad de GS medido en presencia de GóP no varió mayormen
te, mientras que 1a medida en su ausencia, lo hizo marcadamente, de
tal modo, que el RIGó cayó de 0, 82 a 0, 27 como se ve en el gráfico 1.

4) Efecto de diferentes alentes complejantes.

Se probó el efecto sobre 1a mezcla de conversión de 'VGS por
Ca++, de diferentes quelantes a distintas concentraciones. Además de
EDTA, usado habitualmente para dichas conversiones de GS, S‘e probó
EGTA Etilen bis (óx'ie'íïilenenitrilo tetraacético) y ETA.

Las variaciones de la concentración de complejantes por en
cima de la concentración de Ca++no producen mayor variación en el
RIGó resultante. Gráfico 2.

Los quelantes probados directamente sobre 1a GS del "PA"sin
Ca++, no ¿producen ningún efecto.

5) Variación en función del p_H_.

E1 pH óptimo para esta conversiái es 7, 2 (Gráfico 3).

6) Variación en función de 1a concentración de Ca++.

Como se ve en el gráfico 4, esta reacción de conversión, lle 
ga al máximo a concentraciones de Ca++ arriba de 10‘ M.

D) EEPARÉCIOIZI_Ï_PROPIEDADES DE UN FACTOR PROTEICO
INDISPENSABLE PARA OBTENER EFECTO DE Ca++ SOBRE
1 A GI. UCOGENO SINTETASA.

La semejanza de los efectos del Ca++ sobre la GS yla F(b) K
(27) me indujeron ala búsqueda de un factor proteico similar al que ac
túa sobre dicha F(b)K. Para ello se preparó una GS sobre 1a cual el Ca++
no tiene efecto. Además se obtuvo una solución proteica (CAF)GS sin
actividad de GS, que agregada a la GS anterior le permitió volver a prcL
ducir conversión por Ca++.



Gráfico l.

ACTIVIDADDEGS

(munidades)

VARIACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOGENO-SINTE4
TASA EN FUNCION, DEL TIEMPO, POR EFECTO DEL Cafl

O 20 40

MINUTOS

o—o
.O——-O
D—-0

60

Mezcla de incubación: Buffer
GF 0, 05M pH 7,15 "PA" Ca C12,
o, 007M '
Volumen tota1:0, 05 ml. Tempera
tura de incubación 30°C.. A lo;
distintos tiempos se detuvieron
las mezclas correspondierles cai
0, 01 ml. de EDTA 0,15 M y lue
go se ensayó GS según se indi:
c6 en métodos. La flecha indica

el tiempo utilizado en el ensaxo
Standard de conversión por Cait.

RELACIONDEINDEPENDENCIA

Adividad de GS medida en presencia de GóP.
Actividad de GS medida en ausencia de G6P.
Relación de independencia de GóP (RIGó).

Gráfico 2. EFECTO DE COMPLEJANTES SOBRE EL EFECTO DEL Ca”.
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COME N "MC/ON DE CDMPLEJGNIE
H

Mezcla de incubación: Buffer GF 0,03 M
pH 7,0 C12 Ca 0,02 M.
Complejante a'la concentración indica
da. "PA".
Volumen total: 0, 03 m1.
Se incubó 5 minutos a 30°C. La reacció n
se detuvo con 0. 03 rnl. de Buffer Tris
0, 05M pH 7, 5 - EDTA 0, 04M.
Las actividades de GS se determinaronm
mo se indicó en métodos. _

Actividad GS sin GÓP.
Actividad GS con G6P.
RIGÓ.
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Gráfico 3. CURVA DE CONVERSION DE GS POR Ca'H'A DIFERENTES
EH.
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pH

Mezcla de reacción: Buffer Tris y GF
juntos, y ambos a una concentración de
0, 05M ajustando el pH con H C1. C12 Ca
O,005 M. "PA".
Volumen total: 0, l 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 1a misma concentración a
la utilizada y a un pH conveniente,c’e m2
do que el pH final oscile alrededor de
7, 5.
Las determinaciones de actividades GS
se llevaron a cabo como se indicó en"M_é_
todos".

[2)5

Gráfico 4. DEPENDENCIA DE LA REACCION DE CONVERSION CDNLA
CONCENTRACION DE Ca‘H'.

D0|

0,4 
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CAMBIOENLARELACION

DEINDEPENDENCIA
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O 1

CONCENTRACION DE CALCIO

2343
(m M)

Una fracción de "PA" se dializó contm
GF 0. 05M pH 6. 8 durante 12 horas, pa
ra remover el EDTA. Mezcla de reac
ción:GF 0, 05M pH 7,15 - “PA"-Cl z Ca
a la concentración indicada. Volumen to
tal: o, 05 m1.1ncubado 5 minutos a 3006.
La reacción ae detuvo con 0, 05 m1. de
EDTA_0, 1M.
E1 ensayo de la actividad GS se llevó a
cabo como se indicó en "Métodos".
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J.) Preparación de CAFGS y de glucógeno sintetasa libre de CAFGS.

50 ml de "PA" preparada según se indicó anteriormente, Se
llevaron a 0,1M de concentración de ClNa y se centrifugó luego, duran 
te 3 horas a 105. 000 g (ultracentri'fuga preparativa Spinco. Modelo L. C_a_
bezal 40 - 40. 000 rpm). El "pellet" obtenido (40 L-‘lseparado del sobre 
nadante (40 Si, se resuspendió en lO ml de ClNa 0,1M-GF 0, OSM-EDTA
O,002M pH 7, 0 en un homogeneizador Potter. El resuspendido se volvió
a centrífuga: a 105. 000 g; este 20. pellet se resuspendió en z ml de GF
0.05M,EDTA 0, OOIMpI-I7, 0 {40 P); la actividad de GS presente en esta
preparación no sufrió el efecto del Ca++. Si aún retuvo algo de dicho e-
fecto, se volvió a centrifugar por 3a. vez, en las mismas condiciones
que enla centrífugación anterior. El preparado fina1 (40 P) contenfa
generalmente, poco más de la mitad de la actividad de GS origina]. El
conte-caidode proteína osciló alrededor de lO mgrs por ml. En los expe 
rimenfos en que no se indica cantidad utilizada de 4GP, éste fue del vo 
lumen y dilución apropiada, de modo que las DOque dieran las reaceig
nes de COÏO‘.‘ permitieran 37mm: .-.1,,..;-,+:_-.¿.-.

A partir del sobreradante :‘i‘.1a primera contiifugación a
105. 070 g (tf-l) se obtuvo una fracción libre de GS y que es capaz de res
taurarle a 401?, la cantidad de conversión de la GS por el Ca++. Para
ello se volvió a centrífugar e] E] a ICS. 000g durante 3 horas. El segun
do sobrenadante :1] se trató l"on 7-04 (NE-I)2al 50% de saturación en un
medio con GF 0, CSI-Ae-EL'TA O, OOSM-Z mercaptoctanol 0, 05M pH 7, 0: se
centrifugó a 12. 0003, el sobrenad‘ante se llevó luego al 707ode satura 
ción en 504 (lx-'H4). haciendo esta segunda ¿rrecigitación dentro de una
bolsa de diálisis, cerrada en un extremo.

La bolsa de diálisis con su contenido se centrifngó a lZ. 000g,
se decantó el sobrenadante y se sacó la bolsa con el precipitado de ‘
sulfoamonio del tubo de centrífuga; luego se dejó escurrir e] sobrenadaB
te lo más completamente posible y se cerró la bolsa con umnudo cerca
del precipitado. La bolsa con su contenido se dializó primero 3 horas
contra GF C, 05.¡VI-EDT/3. O,004M-2 mercaptoetanol 0. 05M pI-I 7, 0; luego
contra GF 0, OlM-EDTA O,OOIM-Z mercaptoetanol 0. 01 pI-I7, 0 duran te
toda la noche. Esta fracción (408) estaba libre de.GS y contenía la capa
cidad restauradora del efecto del ión calcio en la GS del 40P.

A su vez el preparado 40P, cuya GS tenfa una relación de in 
dependencia de GÓP de alrededor de 65%, me sirvió como fuente de GSI)
libre de fact or de Ca++. Esta GFI-(I)la utilicé, por lo tanto, como sustra
to apropiado para estudiar la acción dc] factor restaurador del efecto.
del Ca++ contenido en el preparado 43€ y al que llamaremos CAFGS .El
contenido proteico osciló entre 2 y 5 mg/ml.

31



Una vez obtenida una preparación de CAF (408), se la titula
como está indicado en el gráfico 5, para conocer 1a dilución que hay que
usar de una partida dada.

2) 5932935135 de "PA" y_40P ala acción de ATP-Mg++-3'5'AMP,sam: 51s
Según se ve en el gráfico ó, 1a conversión de GS(I)a GS(D) rs

quirió la presencia de 1a fracción 405, aunque no fue necesaria dicha
fracción para un efecto similar por el ATP-Mg++. Este último efecto fue
estimulado además por 3'5'AMP. El nucleótido ci'clico, por otra parte,
no fue eficaz enla mezcla de reacción en la cual se estudia el efecto dál
Ca++, ni como reemplazante de la fracción 4OS, ni como activador del
Ca++.

Por otra parte, 1a fracción 405 calentada 2 minutos a 100° C,
fue ineficaz en la conversión por el Ca++, de la GS(I) contenida en 40P.
Esto último indicarfa que el factor de conversión que interviene en el
efecto del Ca++ sobre 1a GS(I) contenido en 405 es termoaensible. A es 
te factor se le denomifió CAFGS . La preparación 4OStambién conte 
nfa un factor indispensable para transformar la F(b)K "inactivada" en
F(_b_¡l<.."activada" por el Ca++, KAF de Mayer (115). A este último fac
tor, por analogfa con el que interviene enla transformación de GS (I) ,
se, lo denominó CAFFK .

3) Efectos del ATP-Mg++ 3'5'AMP y del Ca++ sobre Preparaciones
libresan sea de CAF o de "GS(I)K".

Los experimentos anteriores, indicari'an que los efectos del
Ca++ y de], ATP-MgH- —3'5'AMP son independientes, ya que se han ob 
tenido preparaciones insensibles ala acción del Ca++y sensibles a 1a
del A'I'P-Mg++-3'5'AMP (Gráfico 6). Para obtener una preparación son
Bible a 1a acción del Ca++ e insensible ala del ATP-Mg++ se utilizó una
GS preparada según Appleman y colaboradores (87)* insensible a 1a ac —
ción del Ca++y del ATP-Mg++. ala cual se le agregó 405 (CAF).

Esta preparación consistió en un "PA" concentrado con -—
SO” (NI-Ia)2 y pasada luego por DEAE celulosa y Amberlita XE64. En es_
ta preparación la GS se separó de un factor proteico, posiblemente en
zimática, responsable del efecto ATP-Mg++3'5'AMP, una probable G13
cógeno-sintetasa I quinasa [GS(DK y por lo que se ve en la tabla VI
también del CAFGS .

* preparada por L. Birbaumer.
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Gráfico 5. DEPENDENCIA DELA REACCIONDE CONVERSION POR CaW
EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE CAF

La mezcla de reacción para el ensayo (bl
factor de Ca (CAF)GS en 1a conversión
GS (I) a GS (D), fue 1a siguiente: Buffer
GF 0, 04M pH 7,15. C12Ca 0, 007M 40 P
GS (I). 4OSCAF en cantidades variables,
según se indica en e1 gráfico. Volumen
total: 0, 05 m1. La incubación s'e llevó
a cabo a 30°C durante 5 minutos.
La reacción se detuvo con 0, 01 m1 de E
DTA 0, 15M a pH 7, 0.
Se determinó luego actividad de GS se
gún se indicó en "Métodos".

O A ' - La unidad de actividad de CAFGS se de
O 4 a 12 16 fine como 1a cantidad que produce un in_

cremento de 0, 01 en 1a relación de in 
PROÏEINA¿(19) dependencia (RIGó) de 1a GS.

N0

CAngUNIDADES

.5O

Gráfico 6. SEPARACION DE LA GS Y DEL FACTOR REQUERIDO PARA
LA CONVERSION DE LA GS POR Ca H'

Las fracciones:"PA", 4OP y 4OS se prepararon Según se indi 
có anteriormente.

KS4OSse preparó calentando 4OS durante 2 minutos a 100°C, 
centrifugando 5 minutos a 5. 000g y el sobrenadante de esta centrifugación
es 10 que utilizamos como K 4OS.

Los reactiv os para estudiar las reacciones de conversión,cuan
do se usaron. fueron: CIZCa 7x10“3M, Acetato de magnesio 6x10'5 M,

ATP l, 8 x 10'3M, 3'5'AMP
FRAcc/ON cfclico 10'5 M, CAF en can
DEPRECI- ¡RACC/ONDE¿OP tidad saturante. Las demás

5 condicionesde incubaciónI .

_ Q6,055 a“ 025Q2 057a“ q“ 023 son las m1smas que se usaron en el experimento del
. 0,00 029 .gráfico 5.

La altura total ch las barras
indica actividad en presen
cia de G6P. Las barras na
gras indican actividad en
ausencia de G6P.

‘¡NübUlOs

ACTIVIDADDEas(munidades)

fi fl, U) 41 CL o. ‘L

M1007 "0daCd «¿a3 S 405 E E f; Los números encima de las.. .. y, . .
É o ¿5;-z; barras indican los RIGó re

¿fi 8 8. Z sultantes.
o y; Eg 1
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COMPORTAMIENTO DE GS LIBRE DE GS(I)K.

Actividad GS.DO
Mezcla de conversión -G6P +G6P RIGó

GS 0, 28 0, 55 0, 51

GS + Ca++ 0, 275 0, 55 0, 50

GS+ ATP-Mg++ 0, 295 0, 57 0, 52

GS+ATP-Mg++-3'5'AMP 0, 285 0, 57 0, 50

GS+ Ca++ + CAF 0, 20 0, 67 0, 30

Cuando se usaron, 1a concentración de los reactivos fue 1a
siguiente;

4)

Buffer GF 0, 05M pH 7, 3. ATP 0, 0018M. Acetato de magnesio
0, 006M. 5
3'5'AMP cíclico 10" M. C12ca 0, 007M. CAF en cantidad saturail
te.
GS. preparación hecha según Appleman y colaboradores (87).
Volumen total: O,05 m1.
Se incubó 6 minutos a 30°C.
La reacción se detuvo por agregado de 0, 01m1. de EDTA 0, 15M.
El ensayo de GS se hizo según se indicó en Métodos.

Cinética .

Como se ve en el Gráfico Nro. 5, 1a actividad es proporcional
a la concentración de CAFGS presente en 1a reacción.

Las determinaciones del pH óptimo y concentración de Ca++
en el sistema con CAFGS , repitió los mismos datos que los hechos con
"PA".

Respecto a ía variación en.1.aconversion de GS por el Ca++ y
el CAI ot. fuvurión ría"tiempo de. incubación. e? tipo de ("u-va es seme 
jante a 'za obtenida con ""'.-"A",567.0que: el tierno: en {legar al máximo



efecto varía con 1a concentración de CAF (408).

5) Efecto de Ca++ en múscqu esquelético de cone'o.
Beacción cruzada con CAF¿GS de distintáe esBécies.

En 1a preparación de GS de músculo esquelético de conejo, li
bre de CAF s y CAFGS libre de GS de conejo, se siguió el modelo de
preparación utilizado para las preparaciones de rata ya indicadas‘ Para
los métodos de ensayo de CAI-“GS de conejo, se siguieron aquellos indi_
cados ya para los de rata. Como se indica. en la tabla VII, los resulta 
dos son equiparables a los observados en preparados de rata. Por otra
parte, el CAFGS (405) de conejo actuó sobre 1a GS de rata y lo mismo el
CAFGS de rata sobre GS.de conejo.

TABLA VII

EFECTO DE Ca++ EN'IÚNA REACCION 'CRUZADA.

La mezcla de incubación es la indicada en el gráfico 5.

Las preparaciones de CAF de conejo y de rata fueron titula 
daa, para su efecto de conversión, sobre las respectivas GS.En los ex
perimentos indicados. ae usó la mi’nima concentración de CAF necesa a
ria. para. un máximo efecto sobre las respectivas GS.

Fuente Factores agregados en Actividad de GS
de GS mezcla de conversión nn RIGÓ-G6P +G6P

4013 Ca-H‘ 0, 265 0, 52 0, 51

de. Ca++ +408 de rata 0, 155 0.,64 0, 24

rata Ca++ +408 de conejo 0, 165 0, 595 0, 28
-Oo-a-nanI-q----------------------q----------------—<—---—----3-

4GP Ca++ 0, 43 0, 70 0, 62

de Ca++ +408 de conejo 0, 24 0, 70 0, 34

conejo Ca++ +4OS de rata. 0, 22 0, 74 0, 30
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6) Inhibidores (de1a reacción GS-Ca++ CAF.

a) Inhibici6n_p_or sobren_adante de EH gSle.

Mayer (115) indicó 1a presencia de inhibidores tisulares para
el efecto de Ca'H-sobre la F(b)K, En el sobrenadante que queda de 1apre
cipitación a pH 5. 2. en 1a preparación de "PA". se encuentra también 2'
fecto inhibidor de la reacción GSeCa++eCAF, N

Como se ve enla tabla VIII. la presencia de este sobrenadari
te sin calentar en 1a mezcla. de conversión. inhibe el efecto del Ca++ J
CAF sobre 1a GS.‘

EfjïïzémYLLI

EFECTO INHIBIDOR DEL. SOBRENADANTE DE pH (SpH).

Actividad de GS. DO

-GóP +GóP RIGóMezcla de
conversión

GS + CAF 0, 415 0, 565 0, 72
GS + CAF-l- Ca++ 0,13 . 0, 66 0, Z7
GS+ CAF+ Ca-H' + ' 0, 13 0. 58 0, 225
Kochsaft de SpH
GS+CAF+Ca++ +SpH 0. 37 0. 63 0..59

Como inhibidor se usó aobrenadante de 1a precipitación del
” PA" a pH 5, 2. Este sobrenadante se llevó a pH 7, 0 con NaOH N y co-
mo tal se usó en la siguiente mezcla de incubación:

Buffer GF 0, 06M pH 7, l. ClzCa 0, 02M. CAF en cantidad satu a
rante.
40P. 0,01 m1 de SpH.
Volumen total: 0-,035 m1. Se incubó 6 minutos a 30°C.
La reacción se detuvo en fri'o con 0, 05 m1 de EDTA 0, 025Ma
La actividad de GS se determinó como se indica en Métodos,



Para evitar la posible acción de cofactores de bajo peso mo
lecular y poder usarlo mas ccncentrado. en razón de su termosensibi 
lidad. se pensó que podría. ser precipitable con 804 (NH4 )g.

Se usaron 3 animales de 80 gm cada uno! con los cuales se
preparó precipitado "PA" por el método ya indicado. hasta la precipi 
tación a pH 5. l; al sobrenadante de dicha precipitación, se lo lleva nue
vamente a. pH 7, 0 con NaOH N; 360 ml. de sobrenadante se los trató co-n
186 gm de 504 (NH4 )gsólido y 2 ml de amoniaco concentrado;se cen 
trifugó 20 minutos a 8. 500 rpm en la centrfiuga Internacional HR-l,ca 
bezal 858.

. El precipitado se dializó 90 minutos contra Buffer GF 0,015M
pH 7. l y luego 75 minutos contra Buffer GF 0, 015M pH 7, l. -ET conte 
nido de la bolsa de diálisis se llevó luego a 30 ml con GF 0, 015M pH
7, 0. Esta preparación neutralizó el efecto de Ca++-CAF en forma proc
porcional a la cantidad agregada, como se ve en el gráfico 7.

b) Efecto inhibidor del zinc.

El zinc tiane efecto inhibidor sobre algunas enzimas del ci 
clo del glucógeno, efecto que es eliminado por acción de la insulina 
(116); tiene también acción potenciadora del acoplamiento excitación 
contracción muscular (117) produce un potente efecto de relajación ag
bre las fibras musculares'fllB).

Estos hechos nos indujeron a probar su efecto sobre la GS y
sobre la reacción de conversión de la GS_por Ca-H - CAF.

Como se observa en la Tabla 1X, el efecto inhibidor de este
catión sobre la reacción de conversión es bien claro.
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TABLA IX—_—-_———.—

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

Contenido de 1a mezcla de Actividad GS
conversión DO

-G6P +G6P RIGó

GS ' 0.30 0,47 o. 645
GS+ Zn 10"M 0,31 0,48 0,65
GS .+ Ca++ o, 2 8 o, 435 o, 65
cs+ Ca++ + CAF o, 14 0,39 0,36
GS+ Ca++ + CAF + zn10’5 M, o, 335 0,48 o, 7o
cs+ Ca++ + CAF + ZnS x 10-‘M o, 345 o, 45 0,71
cs + Ca++ + CAF + an x 10-‘tM o, 305 0,455 o, 67
GS+ Ca+++ CAF+Zn1x10'5M 0,15 . 0.40 . 0,38

Mezcla de incubacid'n de 1a reacción de conversión:
GF 0, 05M pH 7, 15. C12 Ca 0, 007M. CAF en cantidad saturante.
40P. C122n en las concentraciones indicadas. Volumen total: 0. 04 m1.

Se incuba 5 minutos a 30°C, se detiene 1a reacción en frfo
con 0, 01 m1 de EDTA 0,15 M y se ensaya GS según métodos.

Por otra part e, el zinc no afecta directamente la actividad
de GS.

Para estudar si el zinc actúa impidiendo 1a reacción de con 
versión de GS (I) a GS (D) o lo hace originando la transformación in
versa GS (D) a GS (I), se lo hizo actuar sobre 1a GS (D) ya producida
por el Ca++ - CAF.

Por lo que se ve enla tabla X, su acción es impedir 1a con
versíón GS (I) a GS (D) y no revertirla .
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——————..._..-. .

CARACTERISTICAS DE LA ACCION DEL ZINC SOBRE LA“
CONEERSION DE GS POR Ca++ - CAF .

' Actividad GS
Condiciones de la D0
mezcla de conversión _G6p +G6P R166

1- GS, Ca++ 5 minutos 0. 28 0, 435 0, 65
2- GS. Ca++. CAF 5
minutos 0, 13 0, 39 0, 33
3- GS, Ca++, CAF, Zn-H
5 minutos 0. 335 0, 48 0, 70
4- GS, Ca++. CAF 5 minu
tos luego Zn++ 0 minuto 0, 135 0, 39 0, 345
5- GS, Ca++, CAF 5 minu
tos luego Zn-H- 5 minutos 0. 125 0, 32 0, 39

Las condiciones de incubación fueron las mismas que las in
dicadas en la tabla IX, con el agregado de que al tubo 4. se le adicionó
lO'JM de zinc al final de la incubación y enseguida EDTA. y al tubo 5
se le agregó la misma cantidad de zinc y se volvió a incubar 5 minutos
a 30'C poniendo EDTA al final de esta segunda incubación.

Otra posibilidad que se ensayó en este problema de la inhibi_
ción por zinc, fué 1a posible inhibición del CAF por la acción de dicho
catión; para ello se preincubó el CAF con zinc, se eliminó luego el
zinc por diálisis y se ensa‘yóluego 1a actividad de este CAF sobre la
GS.

La tabla XI nos indica que esta. no debe ser tampoco la causa.
de la inhibición del efecto del Ca++ por el zinc.



33:12 5.4.4..22.1..

¿Eggggo DEL CAF PREINCUBADO CON ZPÉQBRE LA
CONVERSION DE LA GS POR EL Ca++ - CAF.

Actividad de GS
Condiciones dela mezcla Do
de conversión -G6P +G6P RIGó

Menos Ca++, CAF 0, 275 0, 54 O,51
Menos CAF O,26 0, 545 0, 48
Completa con CAF preincu

¡l bado con Zn _ ’ 0, 185 0, 615 0, 305
Completa. con CAF preincu
bado con H‘O 0, 155 0, 60 0, 26

'ï Una preparación de CAF (408), se preincubS 5 minutos a 30°
C con y sin C11 Zn 1 x 10'3M. Estas preíncubaciones, se detuvieron con
un agregado de EDTA a.5 x 10'3M final y luego se dializaron contra
GF 0, 05M - EDTA, 0, 001M pH 7, 0 durante la noche.

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

Mezcla de incubación: GF 0, 05M a pH 7, 15. ClzCa. 0, 007M.
CAF preparado como se indica: 40P. Volumen total dé incubaciónzo, 05
m1. La. reacción se detuvo con ,0, 01 m1. de EDTA 0,15 M. GS se ensa
yó como se iridica en métodos.

c) Efecto inhibítorio del Ca++ sobre el CAF.

Preincubaciones del CAF con Ca++, demostraron que se prg
duce inactivacíón del CAF por este ión. Gráfico 8.

d) Ensayos de otros posibles inhibidores_.

Se probó que el Na+, el K+ y 1a tropomiosina no tuvieron efes
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Grafico 7. VARIACION DE LA INHIBJCIONDEL EFECTO Ca” - CAF
CON LA CONCENTRACION DE SQERENADANTEDE pH
SS EH).

Mezcle de incubación de la reac
ción de conversión.
Buffer GF O,04M pH 7.1. Cl z Ca
0, 007M. CAF en cantidad saturan
te. 4o p (GS). Inhibidor SpHen 1a?
cantidades indicadas en el gráfi 
co. Volumen total 50 pl. Se incu
ba 5 minutos a 30°C.

’ ‘ La reacción se detuvo enfri'o ccn
A 4 4 4 10u1 deEDTAOJSALLaGSse

ensaya según Métodos.
° í 3 3 ‘ 5 Unaunidad de CAch se define

¡”DE mms/mp como 1a cantidad de CAF que, en
las condiciones de ensayo indica
das en el gráfico Nro. 5, produjo
una reducción de 0. Oi en la rela
ción de independencia de GS
(R l Gb).

8 J 1 4 1 q

-L 0|

004mmocso:CAF‘

MMMmnEL¡mamon

'AO

Grífico 8. DESTRUCCIONDE LA ACTIVIDAD CAF POR Ca".

3 diluciones de CAF (405) a 1/5.l/10 y
' Ï r 1/15 se incubaroncon Ca“ . durante los

' tiempos indicados en el gráfico, a 30°C
. y en 1a siguiente mezcla de incubación :

GF 0,05“ pH 7.15, Cl C30,007M,
7 CAF 1/5 o 1/10 o 1/15 de dilución.

Volumen total: 0, 08 m1.

100

OO

60 >

40 '

2o . Al final de cada tiempo de incubación se
°/oDEUNIDADESDECAF

RES/MES

0 ‘ ‘ ‘ ‘ agregaron O,02 m1 de GS (4GP) a cada'g
O 2 4 6 a 10 cubado, y se incubó nuevamente estarm_z_

flENPODEPRE/M‘WCIONDE cla 5 minutos a 30°C. La reacción se d_e_
“mw ("mm") tuvo con 0, 02 ml de EDTA 0. 1M y se en

sayó luego para GS según mótodos.

o——o Dilución de CAF 1/5
6—6 Diluciónde CAF1/10
D'—D Diluciónde CAF1/15
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to sobre la reacción de GS - Ca++ - CAF.

Appleman encontró en músculo (87) un inhibidor del efecto
activador que el 3'5'AMP tiene sobre 1a conversión de GS(I) a GS (D)
por el ATP - Mg++;este mismo inhibidor probado sobre 1a conversión
de GS por Ca++ - CAF no tuvo ningún efecto.

E) ÉÏJEAYOSPARA DIFERENCIÉR LOS FACTORES DE comas};
SION DE LA GLUCOGEN_o_s_iy¿r_gTASA_x BE_2_I_J¿_A__1_7‘_QS_F_Q_RILA
S_Ag QÜINASA POR EL CAL-(719.

La efectividad de 1a misma preparación (408) para producir
efecto, tanto sobre GS como sobre F (b) K, nos sugirió 1a convenien 
cia de estudiar su diferenciación o identidad, ya sea tratando de obte
ner su separación o estudiando su comportamiento frente a agentes fÏ
sicos y químicos.

l) Resistencia a1 calor.

En el experimento indicado en el gráfico 9 puede observarse
que las temperaturas a las que las actividades CAF se redujeron a 1a
mitad en ó minutos, se diferenciaron sólo en aproximadamente 2° C.

2) Resistencia a 1a tripsina.

En forma semejante al experimento de resistencia a1 calor,
1a preparación 408, se preíncubó con tripsina a distintos tiempos; las
actividades de CAF residuales, se ensayaron sobre GS (I) (40P). Co 
mo se ve en e] gráfico 10 las vidas medias de ambos factoresson prá_é
ticamente idénticas.

3) Ensayo de separación de CAFGS y CAFFK por precipitación
fraccionada con 564 (NH¿i) g .

Una fracción de 408, conteniendo 33, 5 mg/ml de protefna
en GF 0, 05M pH 7, 0 EDTA 0, 004M, 2 mercaptoetanol 0, 01M fué so 
metida a fraccionamiento seriado con 504 (NH4)3 a 35 - 40-45-50-55
60-65-70- y 76%de saturación.

El 804 (NHl.) 2 saturado que se utilizó teni'a, además, GF
O,05M pH 7, 0 EDTA 0, 004M - 2 mercaptoetanol 0, 02M. Cada una de
las precipitaciones, se efectuó directamente en bolsitas cerradas por
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Gráfico 9. EFECTO DEL CALENTAMIENTO SOBRE LAS ACTIVIDADES

CAFGS x CAFFK

Una preparación de CAF(40 S)ge calent6d1_i
t 100 ' f v rante 6 minutos en GF O,02 M pH 7, 15 ao las temperaturas indicadas. Estos CAFp'e
g calentados, se utilizaron en mezclas decaí
¿u ao ' versión de GS como las que se indican en
É el gráfico Nro. 5 y de activación de F(b)K.
É 60‘? ' La mezcla de activación de F ( b ) K es
E igual ala que se utilizó en la conversiónda
g 40 r < GS, con la salvedad de que la reacción de
Q activacñn de F ( b ) K se detuvo por dilu 
3 20 P . ción con 10 veces su volumen, de solución
É cisteína O,03 M neutralizada.
g o ' - A A partir de esta última dilución, _se hacen
¡u ¿o 44 48 52 56 las determinaciones de actividad de .F(b)K.
Qo TEMPERATURA(oc) como se indica en métodos.E Las cantidades de CAF utilizadas son satu

rantes.
0-——° CAFGS .
0——0 CAFFK

Gráfico 10. EFECTO DE LA TRIRSINA SOBRE CAFGS y CAFFK DE UNA
FRACCION DE 405.

Una fracción de 4OS (10, 8 mg/ml)
se incubó a 30°C con tripsina (0,1
mg/ml) en buffer GF 0, 05M pH
7, 15. Las digestiones fueron dete
nidas a los tiempos indicados, por
adición del Inhibidor de tripsinaü
soya en una cantidad 5 veces en
exceso sobre la teóricamente ne .
cesaria para neutralizar la activi_
dad de la tripsina.
Después de dilución adecuada con
cistefna 0, 03'M pH 7. 0 se midie 

MINUÏOS ron las actividades CAFG8 y CAFm
residuales utilizando los m6 

todos descriptos en el gráfico Nro.
9:

°/oDEACTIVIDAD

REMANENTEDECAF

.——. CAFFK
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una punta, a las que luego de centrifugar se pasó el sobreuadante a 1a
bolsa de diálisis siguiente, se la cerró con un nudo y se diali zó 12hs.
contra buffer GF 0, 05M pH 7, 0 EDTA 0, OOZM-mercaptoe'tanol 0, 005M.
Loq contenidos de las bolsas se llevaron a 0, 3 m1 y se ensayó con to 
d»; .ll , t' 'ddCA A .o e os acwia FGSy CFFK

Como se ve en el gráfico 11, ambas fracciones precipita 
ron entre 60 y 70 de saturación de SO“(NH4)z.

4.) Ensayo de separación de CAFGS y de CAFFKpor cromatogra 
Ha en columna de DEAE celulosa.

Con este procedimiento se obtuvo una purificación de 10 ve__
ces, de las actividades de CAF y hubo separación de actividades re «
sidiiales de GS y F (b) K.

Como se observa en el gráfico 12, ambos CAF, cromatogrí
fzyanjuntos en DEAE celulosa.

Rv) Ensayo de separación de CAF y CAF por filtración enGS FK
ÏS¿Hídri

Se usó dextrano de poro grande (sephadex G 200) y aunque
ramo se ve en el gráfico 13, este método no-produjo sustancial purifi
cación, nos dió prueba de que el CAFGSyel CAFFK son de igual pe Ï
S!)molecular, dentro de la sensibilidad del método. Tanto la F (b) K
r'Or‘nola GS aparecen con el segundr pico de proteína.

Ambos picos de actividades de CAFGS y CAFFK correnm
la misma ubicación que el de la lácticodehidrogenasa, lo que nos indi
711que el peso molecular de los CAF es de alrededor de 130. 000.

F) QIEERENCLAcpN DE LAS GS(D) OBTF_I:II_]_3A_S_P_o_RACQIQIS
¿EL E++, 1195_A_Q_C_;QNDEL ATP-Mg++-_335'AM_P Y P013
¿AQCÏQN...PP. PAE 3.135.155

En nuestro laboratorio observamos que la conversión de la _
GS (I) en GS (D) podi-fa ser efectuada por acción del ATP-Mg-H-GTS'AMP,
del Ca++ o de la tripsina (89); El efecto del ATP-Mg++-3'5'AMP sobre
la GSU)ha sido aclarado por ¡Friedman y Larner (85); a semejanza del
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Gráfico 1‘1.PRECIPITACION DE UNA FRACCION 4os CON so4(NH4¡)a

l m1 de 4OS en GF 0, 05M pH 7, 0 - EDTA 0, 004M-mercaptoe
tanol 0, 02Mde'33, 5 mg de proteína por ml, se precipitó fraccionadamen
te, se centrifugó y dializó como se indica en el texto.

El producto de cada fracción precipitado, se 11ev6a 0, 3 m1 y

se ensavó para CAFGS y CAFF como se indicó en el gráfico 9. La uni
dad de CAFGS está definida en el
gráfico 5.
La unidad de CAFFK se define c2
mola cantidad que produce un in
cremento de 0, 01 enla rdac'ñn de
actividad de fosforilasa B quinasa,
medida a pH 6, 8 respecto ala ac
tividad medida a pH 8, 2.
Las barras blancas indican activi
dad CAFGS y las barras negras
actividad CAFFK.
Los números encima de las barras
indican cantidad de proteína en
mg.

Gráfico 12. CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION 4OS EN COLUMNA DE

Una columna ( 13 x 0. 75 cm) de DEAE se equilibró con buffer
glicerofosfato de sodio 0, 1M pH 7, 0 conteniendo EDTA 0, 001M y mercap

K

k
23 100
Q

5 ao
E
k co3
g 4o
V)

g 20
,3 o 35 ao
S 8 3 3 S ‘3 3 8 É

° ¡9; 3 3 3 3?. 8 R
FRACCIONES PREC/P/TADAS CON SULFATO

DE AMONIO( 9‘. de safuraclo'n )

DEAE CELULOSA

fi
É %Ic5¿e’orosrAro (M)° I-— ata-4. +- 4
a toi s- o- 3+3. 8-"’8- 30
y 2;
a t:k
á Ï°2e S
5 É
É
¡UQ

1 3 5 7 9 11 13 15

NUMERO DE FRACCION
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toetanol 0, 01M.
La velocidad de flujo de 1a colum
na fué de l, 0 ml/minuto. Se re 
cogieron fracciones de 2, 5 ml; los
contenidos de cada tubo, se con 
centraron con SO4 (NH4)2 al 70%.
Se dializó luego durante 18 hs. aan
tra buffer GF o, 01M pH 7, o EDTK
0, 001M y mercaptoetanol 0, 01M ,
se midieron actividades de CAF
como se indicó en el gráfico 9.

Proteina
°——° CAFGS

°'———° CAFFK



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

La conversión de la GS(I) realizada por el Ca++, no involu
cra intervención del ATP; además, preparaciones incapaces de conva'_
sión por Ca++. pueden sufrir conversión por ATP-Mg++-3'5'AMP yvi
ceversa. Estas diferentes formas de obtención de GS(D)"in vitro", 
plaziean la posibilidad de que a cada una de estas conversiones de la
GS(I)¿uz-respondadeterminada funciái fisiológica. Para estudiar este
prohlema, podrí’a ser muy ¿til diferenciar las GS(D) obtenidas por
ATP-MgH-- 3'5’AMP, de aquella obtenida por Ca++. Ambas GS (D)
son diferentes, ya que la obtenida por el ATP está fosforilada, mien
tras que aquella obtenida por Ca++no lo estaría.

El objeto de los experimentos indicados en esta sección, fué
descubrir las diferencias que udieran existir entre ambas GS(D),

la producida por Ca++ GS (D)Caí y aquella producida por

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

l) Pizpagïjón de los distintos tims de_g_luc@_g_enosintetasa depen
diente de GE.

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 músculos de las
patas traseras se hizo una preparación de "PA" como se indicó ante 
riormente. Una vez obtenida el "PA" se efectuó una precipitación con
SO4lNI-I4)z al 40% de saturación, estando el 504 (NH4 )2 en buffer gli
cerofosfato de sodio O,05M pH 7, 0 EDTA O,004M, mercaptoetanol
0, 05M. Esta precipitación se hizo en bolsa de diálisis como se indicó
para la preparación de CAF y luego se dializó con 3 cambios de lfqui
do de diálisis.

1er. líquido de diálisis: Buffer GF 0, 05M pH 7, 0 -EDTA 0, 004M que:
captoetanol 0, 05M. Duración de la 1a. diáli 
sis: 2 hora s.

2do.1fquido de diálisis: Buffer GF 0, 02M pH 7, 0 - EDTA 0, OOZM-rrnï
captoetanol 0, 02M. Duración de la 2a. diáli 
sis: Z horas.

3er.l{quido de diálisis: Buffer GF 0, 01M pH 7, 0 -EDTA 0, COI-mer 
captoetanol 0, 01M. Duración de la 3a. difli 
sis: Z horas.

De esta prepñïagvfin se tomaron 4 alfcuotas de 3, 0 ml cada
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una, las cuales se incubaron a 30°C durante 15 minutos en las siguien
tes condiciones:

la) Standard de GS(I)
GF 0, 04M pH 7, 2.
Volumen final: 4, 0 m1. La incubación se detuvo y 0, 2 ml de EDTA
O,4M pH 7, 0 fueron agregados.

Hzo , se obtuvo por incubación con buffer;

2a) GS(D)ca . se obtuvo por incubación en buffer GF 0, 04M pH 7, 2 o
C12Ca 0, 007M -CAF en cantidad saturante. Volumen finalz4, 0ml.
La reacción se detuvo con 0.2 m1 de EDTA 0, 4M pH 7, 0.

3a) GS(D)ATP , se obtuvo por incubación 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 m1. La reacción se detuvo con 0, 2 ml de EDTA
o, 4M pH 7, 9).

4a) GS(D) IPS , se obtuvo por acción de la tripsina, incubando en bu_
ffer GF 0, 04M pH 7, 2. Tripsina 0, 05 mg/ml. Volumen final: 4, 0
ml. La reacciói se detuvo con 0,2 ml de inhibidor de tripsina de
soya a una concentración de Smg/ml.

Los 4 incubados se colocaron en sendas bolsas de diálisis y
dializaron con un cambio de líquido de díálisi s.

1er. lfquido de diálisis: Buffer GF 0, 005M pH 7, 1 EDTA 0, 004M. Du
ración 2 horas.

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

Los 4 díalizados, se llevaron a igual volumen. Estas prepa
raciones de GSfueron las que se utilizaron para ubicar diferencias en
tre ellas.

Z) Becgnversión de glucógeno sintetasa dependiente a‘g_l¿1__cógeno_
¿intetasa independiente.

La primera diferencia ensayada fué la reversibílidad. Traut
(59) informó que asf como el ATP-Mg++ producía conversiónde GS(I)a
GS(D), la incubación de esta última GS(D) con G613,Mg++ y glutationE
ducido, la reconvierte en GS(I).

En experimentos efectuados en colaboración con el Dr. HoN.
Torres, se comprobó que e: Mg++con mercaptoetanol. o GóP con me;
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captoetanol, o los 3 compuestos juntos producían reconversión de 1a
GS(D)obtenida con ATP-Mg++ - 3'5'AMP. La tabla XII muestra los re
sultados de dichos experimentos. '

TA8.2.4 Mi

CONVERSION DE GS (D) ATP-{X-(E-SÁH

Tiempo de in- Actividades de GS
cubación - Incubado con DO

Minutos -G6P +GóP RIGó

'0 - - - - - 0, 02 O, 09 0,22
30 ----- 0,02 0,10 0,20
30 2 mercaptoetanol 0, 06 0, 21 0, 29
30 G6P 0, 025 0,11 0,23
30 C12 Mg 0, 02 0, 08 0, 23
30 2 mercaptoetanol + GóP 0, 15 0, 34 0, 44
30 2 mercaptoetanol + ClgMg 0, 11 0, 27 0, 40
30 2 mercaptoetanol + ClgMg+

GóP 0,16 0, 38 0, 43

Se incubó "PA" con ATP 0, 005M y acetato de magnesio 0,05M,
10 minutos a 30° C. La reacción se detuvo con EDTA en buffer TRIS
0, 01M pH 7. 5. Se comprobó con alfcuotas que hubo un buen efecto del
ATP-Mg++ y luego se efectuarpn las reacciones de reconversión conlas
siguientes mezclas de incubación:
Enzima pretratada con ATP-Mg++ . Mercaptoetanol 0, 1M. y/o
C12Mg o, 01M. y/o GóP o, 01M. Volumen final: o, 05 m1.

Se incubó a 30‘ C durante los tiempos indicados en la tabla; la
reacción se detuvo por agregado de buffer Tris 0, 05M final pH 7, 5 EDTA
0, 05M final. Se precipitó luego la actividad GS con 504 (NH4 )3 al 60%
de saturación. se centrifugó y el precipitado se retomó en 0, 08 m1 de
buffer Tris 0, 01M pH 7, 5. Se ensayó 1a actividad de GS en este prepara
do según se indicó en métodos. .

Esta reconversión de la GS (D) con 2 mercaptoetanol 
Mg++fué estudiada con los distintos tipos de GS(D)preparados con
mo se indicó anteriormente. "
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Según lo ilustra el ¿ráfico 14, mientras e] merca'ptoetanol
Mg++ no actuó sobre la GS (D) , ni sobre la GS (D) , si lo hi

Ca TRIPS “
zo sobre 1a GS (D)ATP

3) Resistemcia al calor

Como se ve en el gráfico 15, la GÉ (D)Ca es la más inesta
ble, diferenciándose en ese sentido, netamente,de la GS (D)ATP ..

4) Efecto de la tripsina sobre la GS (l)y1as
GS (D) ATP LGS(D)Ca.

Igualmente que lo que se observa en el caso de la resisten 
cia. a1 calor, en el gráfico 16 se observa-que 1a GS(D)Ca es la más seg
sible ala acción dela tripsina.

5) Curvas de Ph de la. GS(I)_y las GS(D).

Como se puede observar en el gráfico 17, no se notan ma 
yores diferencias entre las distintas GS(D);las actividades máximas
en presencia de GóP, oscilan alrededor de pH 8, 2 y en ausencia de
GóP, alrededor de pH 7, 5.

6) ïedidas de Km_yvelocidades máximas.

Otras de las características cinéticas medidas para ubicali'
dif erencias entre las distintas GS son los Km para UDPGen presenc'a.
y en ausencia de GÓP y los Km para G6P. ‘

En 1a tabla XIII se puede observar aumento del Km para
UDPG cuando las mediciones se hacen en ausencia de G6P respecto de
aquellos Km medidos en presencia de dicha hexosafosfato, no observan
dose mayores diferencias entre los diferentes Km correspondientes a
1 GS D a 1a GS D .
a ( ) ATP y ( )Ca
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Gráfico 13. MODELO DE ELUCION DE LAS ACTIVIDADES DE CAFGS Y

CAFFK OBTENIDA DE UNA COLUMNA DE SEPHADEX G200

Una muestra de 0, 9 ml de una fracción de 4OS, se pasó a tra
vés de una columna ( 22 x 1, 3 cm) de Sephadex G200, equilibrada con GÏ‘
0, 02M pH 7, Oconteniendo EDTA 0, 001M, 2 mercaptoetanol 0, 01M y CIM
O,25M.

La elución se hizo con el mismo buffer a una velocidad de0,05
¡nl/minuto. Se recogieron fracciones de l, 5 ml c/u. E1 contenido de ca

da tubo se concentró por el m's
mo procedimiento indicado en el

É gráfico 12.
g ¿o Protei'na
{Vd1 L; O—-—O CAFGS
Z, '5 ' U o—o CAFFKk In
% 1,0 ' g Las flechas indican la posiciáich
Q 3 los picos de elución de standards
g 0’5 g que fueron pasados por Sephadex
3 o t en las mismas condiciones,enc2
“d rrida inmediatamente anterior.

o 10 20 30 40 50 60 En la corrida de 1a fracci6n4OS
NUMERODE FRACCION se usó glucógeno pesado como

standard.
Gn glucógeno LD lácticodehidrogenasa Hb hemoglobina

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

Ali'cuotas de una preparación de "PA" GS (I) se trataron con
ATP - Mg“ -3' 5' AMP, con Ca++ y con tripsina para convertirlas en
GS (D) como se indicó en "Preparación de distintos tipos de GS (D)".

Estas preparaciones de GS(D)se incuba
ron a 30°C durante llos tiempos indica
dos, como "incubación con Mg"+, en la

6° < siguiente mezclaGF 0, 06M pH 7, 5 C1 Z
Mg 0, 0125M - GS (D). Volumen total pi

‘° ' - ra cada tiempo: 0, 04 m1.
É R a D La reacción se detuvo con 0, 05 m1 de

2°' (_——X*x EDTA 0, 004My se ensayó actividad GS
c0mo se indicó en métodos.

o . . 6———-—A
o s vo150 10 2o .___o

mms 1° GS (D’ATP

o1°bmmnm-——z-imuo«¡áy——. o———o GS (D)Ca
ATPfif-IS'MP Hg"y:|:rcaplbelaml 7‘ M G5 (Dy TRIPo Ca“ o "¡mina



Gráfico 15. EFECTO DEL CALENTAMIENTO SOBRE "PA" PRETRATA 
DO CON HZO;ATE-Mg? 3'5' AMP; Ca"

’hDEACTIWDADREHANENTEDEGS

HNUYOS

At' 'dd d GSDIJ—U c1v1aes e (ATP

E1 calentamiento de la GS(I),1a GS (D)ATP
y la GS(D)Ca preparadas como se indi
c6 en "¿Preparación de distintos t'pos de
GS (D)". se efectuó a 42°C. Se tomaron
alicuotas a los tiempos indicados, y se
las colocó en mezclas de incubación pi
ra GS en presencia de GóP como se in
dica en métodos, pero sin UDPG.
Las medidas de actividad se iniciaron
con el agregado de UDPG.
La actividad total, antes de iniciar el
calentamiento, se considera 100%.

*
("PA" preincubada conA'rP-ME 3'5'AMP).

x-——x Actividades de GS (D)Ca (npAu preincubada con ca++)_
A—-—4 Actividades de GS (1) ("PA" preincubado con HZO).

Gráfico 16, EFECTO DE ¿A TRIPSINA' SOBRE "PA" PRETRATADO CC‘I
H2 o, Cam ATP-M323'5' AMP

Los extractos de GS'CPA")preincubadas con HZO, CaH' y ATP
Mg'3'5' AMPpreparados como se indicó en "Preparación de distintos ti
pos de GS (D)".

Se incuban en la siguiente mez 
clazTripsina 0, Smg/ml. GFO.1M
pH 7, 2. GS(D).Volumen totalv)o

g 100 - e, 05 ml. Se incubó a 30° C duml
:3 ¿o te los tiempos indicados. La m2
É ción se detuvo con 0, 01 m1 de
E 6° Inhibidor de Tripsina ext rai'do
3:4 ¿o de soya (Smg/ml). E1 ensayo pos_
Q 2 terior de GS en presencia de
5 o ' GóP se efectuó como se indica
> .
E o - - A 5 en métodos.
wz o 4 6 12 16

3. MINUTOS5

0——O "PA" preincubada con HZO ( Control)._
w "PA"preincubadaconATP-Mg“-' 3'5' AMP.
a——n "PA" preincubadacon Ca”,



Gráfico 17. CURVAS DE pH DE LA GS (I) Y DE LAS GS (D)

GSwflzo GS(D)Ca GS(D)ATP GS(D)(,-¡p

100 A ’ '
,5 \‘ "í .w“

a A \ .'
‘ l, ‘A I ‘..

a D A a’ p SP l.
“°‘ 9° i
"‘ 9 Á
É 60 _ ó > :
X Í 0'

É 1' o'

e :'
1 40 ' ' :
o .’ .'
s í 9
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<z 20 .
tu O

Q eg
o A A A A l A

7 0 9 5 6 7 a .9 5 6 7 <9 95 6 7 a .9 5 6

. . P H . . . .Las dlstmtas preparacmnes enz1mát1cas se obtlenen a part1r
de "PA" como se indicó en "Preparación 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 usó, para los pH tn
jos GF 0, 1M, y para los pH altos Trís 0, 1M. Una.vez hecha la. primera. ía
cubación, se detuvo ésta calentando a 100° C durante 2 minutos y lue
go se agregó buffer del tipo no utilizado en la incubación, y del pH nece
sario como para llevar el pH final a 7, 5. .

Asf, los tubos que se incubaron con GF, despúes de detenida
1a reacción, se le agregó buffer Trís y viceversa.

El resto de la determinación de actividad de GS se hizo como
se indica en métodos.

o-—-o GF sin G6P

a—o TRISsin G6P

ó---—--o GF sin GóP

G6Pa--- ---A TRIS sin
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2191111.“ 3.111.

CONSTANTES DE MICHAELIS Y VELOCIDADES MAXIMAS RE‘_-__- _
LATIVAS PAR¡A'UDPG y CONSTANTES DE MICHAELIS PAEE:
GLUCÓSA ó FOSFAT'O DE 05(1)}¡20 : GS(D) Ca "_GS(D)TRIP LX

Km1para UDP-glucosa . Vm para UDP- Km para glu
(M x 10 ) glucosa cosa 6P

ACTIVIDAD e ‘
Más -Menos Más Menos ( M x 10’)
GÓP GÓP GÓP GÓP .

GS(I) 0,40 ‘ 3, o 100 4o o,'11
I-IZO

GS(D) 0, _66 Z, 5 100 20 0, 5ATP

GS(D)Ca 0, 60 - Z, 0 100 17 0, 76

GS(D) . 0,66 2,5 100 6 l 1.1
'Iíhp 

Las preparaciones de GS(I)Hz0 : GS(D)ATP : CS(D)Ca y
GS(D)Tri y las medidas de las constantes de Michaelis‘ fueron llevadas
a cabo como se describió en "Métodos analíticos".

Efiegggíde_gï+ sobre "lïéï_pretratados.

_. Si los lugares de 1.aproteína enzimática, sobre las cuales ac
túan en un caso ATP-Mg++-3'5'AMP y en el otro caso el Ca++fueron
tintos , podrfa esperarse que de producirse ambosefectos sobre un;
misma molécula enzimática, estos fueran aditivos. Para probarlo, te
trataron las preparaciones de GS(I);GS(D)ATP 2GS(D)Ca;YG5(D) TRIP
con Ca++y CAF. Los resultados mostrados en el gráfico 18 indicarfan
que ambos lugares de acción, el de ATP-Mg++-3'5'AMP y el de Ca++
son independientes, ya que el preparado de GS(I) y el de GS(D)ATP su
fren efectos parecidos por acción del Ca++-CAF, mientras que 1a GS(D¿
sufre poco efecto. * a
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Gráfico 18. EFECTO DE Ca" SOBRE "PA" PRETRATBDO CON'HZO,
Ca‘ÏATP - Mg" - 3' 5' AMP Y TRIPSTÑA

VoDERIGGINICIAL

00»

60

40

v v

U u u 4

A

I 4 6 O

HNUTOS

bos "PA" pretratados se obtuvieron como se indicó en "Pre
paración de distintos tipos de GS (D)".

La mezcla. de incubación de].posterior efecto de Ca" fué la
siguiente:

GF 0, 05M pH 7,2. C12Ca.0, 01M. CAF en cantidad saturante.

GS (I) o GS (D)Ca o GS (D)ATP o GS (D)TRIP_
Volumen total: 0, 05 m1.
Se incubó a 30' C durante los tiempos indicados; se detienen

las reacciones con 0, 01 ml de ED'I'A 0,15“ y luego se ensayó GS como
se indicó en métodos.

o——o

6——s

"PA"

IIPAI!

"PA"

"PA"

pr cincubado con HZO GS (I)

preincubado con ATP-MgN-3'5'M Gan)
AT

pr eincubado con Ca" GS (D)Ca

preincubado cm tripsina GS (D)
TRI
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Inhibición por glucosa

El efecto inhibidor de la glucosa en la mezcla de incubación
de la actividad de GS. es del mismo orden para las distintas GS y ello 
no permite, por lo tanto, su diferenciación. Estos resultados pueden
verse e'nniatabla XIV.

XINHIBICION POR GLUCOSA DE GS(I),C-:S(D) . GS(D)- --—-Ca un ATP
GS(D) .TRIP

. Actividades de GS -% de actividadConcentrac16n de , .resxdual en presenma de G6P
glucosa M ‘ —

GS(I) GS(D)ATP GS(D,¿—_a GS(D)1.RIP

0 100 100 100 100

0, 005 97 87. 5 95 98

o, 01 9o 82 89 9'1

o, 05 60 63 64 7o

0, l 53 49 50 ' 55

Las preparaciones de GS(I)ATp. GS(D)Ca y GS"(D)TRIP se
efectuaron según se indico en "Preparación de distintos tipos de GS(D)"'
y los ensayos de actividad de GS según se indicó en métodos, con la sai
vedad del agregado de glucosa en las concentraciones indicadas.

Inhibición por UDP

Este efecto se estudió midiendo velocidades iniciales, ya gm
dnrante el ensayo se produce UDP, variando con ello su concentr_aci6n.'
La pérdida de actividad de GS medida en presencia de 7, 25x10. M de
UDP es más intensa en la GS(I), no habiendo mayores diferencias entre
las distintas GS(D) (tabla XV).
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¿12.213.111ESL

INI-IIBICIONPOR UDP DE GS(I), GS(D)ATP, GS(D) Ca y_
“GS(D)TRIP’

% de pérdida de
Preparación actividad debido

a UDP

GS(I) 80

D 4
GS( >ATP 5

GS(D)Ca 43

GS D 51( )TRIP

Las actividades iniciales se midieron con 1a siguiente mez-
cla de incubación para actividad de GS;BuIier Tris pH7, 5 0, 05MEDTA
0, 0025M. Glucógeno 1%. GÓP 0, 01M. UDPG radioactívo 1, 32x 10'3 M
marcado en la glucosa, de 84. 000 cpm/¡L M con y sin UDP7, 25x10'hM.
Volumen total: 0, 04 m1.

El resto de 1a determinación de actividad de GS se efectuó
como se indíca1enwmétodos.

56



III DISCUSION

Cuando el músculo está en reposo, sus necesidades energé
ticas son satisfechas por las substancias que le proveen, el hígado, el
tejido adiposo o la alimentación, por intermedio de la sangre.

Cuando el músculo está en actividad, la energía que requie 
re, en un lapso de tiempo muy corto es tal, que los aportes extramus_
culares de substancia son insuficientes y necesita por ello utilizar sus
propias reservas.

Esta reserva es el glucógeno, que se ha formado con ante 
rioridad al trabajo muscular a partir fundamentalmente de la glucosa,
llevada por el torrente sanguíneo al músculo.

La importancia de la fosforilasa y de la glucógenosintetasa
(GS), en la degradación y síntesis de glucógeno. está 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 máxima de la fosforilásan.
sea de 2.0a 50 veces mayor que la GS está de acuerdo con: A) la urgen
cia con que es necesario utilizar el glucógeno durante el trabajo ¿pe e_l
músculo esquelético realiza en los mamíferos y B) por la disponibili 
dad de mayor tiempo durante el reposo para que el músculo resinteti 
ce dicho polisacárido.

La lfnea de trabajo que me guió en general, fue suponer la
existencia de simetrfa de los efectos que ciertos factores reguladore s
podrían ejercer sobre el sistema de la fosforilasa y de la glucógenosin
tetasa (GS);yaque ambas actúan en sentido opuesto sobre el misrrn sus
trato. Asf, por ejempl o, si un fact or activa a la fosforílasa (F), inac
tivari’a a la GS, y viceversa, si activa a la GS, inactivarfa a la F.

l) Efecto de la adrenalina y sus intermediarios

la adrenalina produce un aumento de la fosf'orilasa a a ex
pensas de la fosforilasa E y una disminución de la actividad total de
glucógenosintetasa. Estos resultados son coherentes fisiológicamente,
ya que para el aumento de la .ïís-;-3nibilidadde hexosafosfatos coopera
ri'an, un mayor nivel de fosforilasa a que las producirfan a partir
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del glucógeno y un menor nivel de glucógeno sintetasa total que dismi
nuiri'a su consumo.

Por otro lado, una simetrfa más perfecta fue lograda por
los trabajos de Craig y Larner (119), los que demostraron que en pre
paraciones de músculo, se produce además de una disminución de la
GS total, y de un aumento de F (a) una disminución de la GS (I).

Esta simultaneidad cb efectos de la adrenalina también se ¡og
serva en la acción del ATP ngH- 3'5' AMP sobre homogenatos de
músculo. Este 'hbcho indica que la acción 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 último debidamente
comprobado en músculo .e hígado por Sutherland y otros (33, 34, 35,36.
.37, 33,739). '

El significado de la disminución de la actividad total de GS
por adrenalina, podrfa atribuirse a una conversión de dicha GS a una
tercera forma al estado de zimógeno.

Dadoque el efecto de la adrenalina se ejerce a través del'
3'5' AMP y que éste activa en presencia de ATP-Mg la incorpora ..
ción de fósforo a las enzimas en el caso de la F(b)K "no activada" y 1a
GS(I)para convertirlas en F(b)K "activada" y en GS (D) respectivamen
te. Podrfa, por ello. suponerse que este zirnógeno de 1a GSfuera un:
forma fosforilada tanto de la GS(I) como de la GS(D).

Como por otra parte 1a GS(D) es a la vez una forma fosfori -=
lada de la GS(I). la forma de GS-al estado de zirnógeno deberfa estar
fosforilada en distinto sitio, al que se fosforila. durante la conversión
de GS(I) a GS(D). '

Cuando en lugar de trabajar con homogeneizados, se pasó a
estudiar los efectos del ATP-MgH-3'5'AMP en preparaciones más p"
rificadas, como el precipitado ácido (PA), se observó que el ATP Mg
3'5'AMP en lugar de bajar la actividad total de GS,principalmente dns
minuyó la GS(I).

Estos: resultados también lo encontraron, Traut en múscu 
lo de cordero (84).Rossell Perez en músculo esquelético de perro (120)

y Friedman y Larner en el de rata (85).

2) Efectos del Ca++ y del ATPnMg++.

En la mÍSma serie de experimentos indicados enla sección
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Resultados, también se obServó que el Ca++produjo un efecto semejan
te al dado por ATP-Mg++ - 3'5'AMP, es decir disminución de la rela
ción de independencia de G6P (R I Gó), lo cual significa aumento de la
conversión de GS(I) a GS(D), manteniendo la actividad total constan 
te. Ambos efectos, el de Ca++ y el de ATP-Mg++-3'5'AMP lo observa 
ron tanto Krebs como otros autores (2.5), en 1afosforilasa b quinasa 
(F(b)K)la que de "inactivada" a pH 7, 0 pasa a "activada" 2 dicho pH.°

En esta situación,1a simetri'a de efectos. se ha trasladado de
1a glucógenosintetasa-fosforilasa a la glucógeno sintetasa-fosforilasa-B
quinasa (Fig. 4). Las relaciones de semajanza de efectps GS - F (b) K
se hacen más estrechas aún, si se tiene en cuenta, tanto nuestro traba
jo (89) en el que se informa del efecto similar que 1a tripsina produce
sobre GS, como el de Mayer (27), donde comenta el efecto activador de
1a misma enzima proteoli'tica 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 coagulación sanguf 
nea, serviri’a como un sistema de amplificación biológica. donde cada
enzima, al activarse multiplica el efecto sobre Laetapa siguiente, de
modo que en pequeñas fracciones de tiempo, se producen cantidades "ei
plosivas" de producto final. En nuestro caso, seri'a la disponibilidad de
derivados glucosilados para su transformación vi'a glicoli'tica en ácido
láctico, con producción de ATP o de transformación en COzy HZO en
aerobiosis con producción igualmente de ATP.

E1 hecho de que 'el sistema de 1a fosforilasa esté dotado de
una etapa más que el de 1a GS, concordari’a como ya se ha dicho , con -1a
necesidad más perentoria de 1a glucogenolisis para la defensa y el m0 
vimiehto. . '

Por otra parte, esta etapa más, es coherente con el hecho
de que hay mayor cantidad de fosforilasa que de GS en el músculo. Es
ta última apreciación se corroborari’a si 1a cantidad de F(b)K presente
en m1malo, fuera del mismo orden que la que hay de GS. La disminu 
ción de la sintesis de glucógeno por conversión de GS(I) a GS(D) produ 
ciría una mayor disponibilidad de hexosas fosfatos que de otra forma. .
pasarían a formar parte del glucógeno.

Appleman y otros (87) han separado un factor enzimático ne
cesario para la conversión GS(l) a GS(D)por .ATP-Mg++,conversión es
ta que según Friedman y Larnez- (85) se produce con fosforilación de 1a
GS(I) por el ATP, ppr lo que este factor enzimática s'e denominari’a
"g‘lucógenosintetasa (I) quinasa" [GS(I) K] .

La conversión de F (b)K "no activada" también implica una
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fosforilación de la proteína enzimática, es.decir una forma defosfdri
lada, pasa a una fosforilada (123). Aunque la enzima que cataliza es
te prOCesono se ha podida separar, se 13 podria señalar como "fos 
forilasab quinasa quinasa" [F (b)KK].

3) Naturaleza del efecto del Ca‘H',

Porllo que se observa en los experimentos del efecto del
Ca'H'sobre la GS, el ATP no tendri’a relación directa "in vitro" con
dicho efecto.‘ No se debe producir fosforilación de 1a GS ya que el prg
ducto del efecto del Ca‘H'. es deCil' la GS(D)Ca no puede ser reconver
tida a.GS(I), por acción del mercaptoetanol, Mg++y G613, Estos úï
timos catalizan sin embargo el pasaje de 1a GS(D)ATP a, (35(1)(85), 

En aquellos experimentos que llevaron a 1a separación de
un factor proteico, necesario para la acción del Ca+"’sobrela GS. se
confirmó nuevamente la independencia de este efecto, respecto del
de ATP-Mg++- 3'5'AMP. Asfbe obtuvieron, preparaciones de GS in
senSÍbleS a la aCCÍÓndel Ca++y sensibles a la acción del ATP-Mg“;
3'5'AMP, y por otro lado se pudieron obtener preparaciones libres
del efecto de ATP-Mg++- 3'5'AMP y sin embargo capaces de sufrir
un neto efecto del ion Ca‘H'.

El factor indispensable para la acción del Ca++, es de na 
turaleza proteica, ya qu'ees sensible al calor. no dializable y ataca
ble por enzimas proteoli’ticas.

Este factor proteico (CAF)obtenidode músculo de rata.
mostró también ser activo sobre GS de conejo, a su vez el CAF ob
tenido a partir de músculo de conejo actuó sobre GS de rata.

Seri'azú'til probar una generalidad mayor de este tipo de rea_c
ción, sobre CAF y GS en otras especies menos afines.

También se observó simetría de efecto en la acción que el
sobrenadante de pH (Sp) tiene sobre la F(b)K y la GS. este sobrena 
dante inhibe tanto el efecto activador del Ca++sobre la F(b)K (115) co_
mo el efecto de dicho catión sobre la conversión de la GS.

Dada la multiplicidad de factores que actúan simultánea 
mente sobre la GSy el sistema dela fosforilasa, es posible que di 
chas enzirras tengan estructuras semejantes en las partes afectadas
por los mismos factores .

‘ .Un ejemplo delello, mejor estudiado es el efecto del A'IP
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sobre 1a GS(I), F(b) y F(b)K "no activada". En estos casos e1 ATP, al
producir la fosforilación de 1a proteína enzimática produce las conver
ciones a GS(D),Fa y F(b)K "activada" respectivamente. Además se s3
be que el residuo-serina es el que se fosforila y que 1a.secuencia de a
minoácidos vecina a la serina. fosforilada es la misma para el caso de
la GS y la fosforilasa (86, 124.125).

La naturalezadel efecto de CAF sobre 1a GS podria ser de
tipo proteolftico. Esta hipotesis estaria apoyadapor los siguientes
tos experimentales: La acción de 1a tripsina (89) sobre la GS en la qie
se produce una conversión semejante a 1a que produce el CaH-ICAF,

La irreversibilidad del proceso de acción del Ca‘H’sobreCB
CAF. cuando se detiene 1a acción del Ca'H’ con EDTA.

E1 efecto inactivador del Ca'H' sobre el mismo CAF, podría
explicarse por un proceso de autólisis.

La semejanza con el proceso de coagulación en el que tam 
bién interviniendo Ca‘H‘. se produce fibrina. a partir de fibrinógeno (121
122) con liberación de péptidos.

La activación de 1a Fructosa 1-6 difosfatasa por papai'na. La
que produce desenrrollamiento de la estructura proteica de 1a enzima.
cuando se separa una pequeña cantidad de material sensible ala ninhi
drina (126). Mayer (115) estudió el efecto proteoli'tico que podri'a tener
el CaH’-CAF, que actúa sobre la F(b)K, haciéndolos actuar sobre sus
tratos de enzimas proteoliticas, que tienen estructura química conoci
da.

. Estos intentos, asf como otros en los que probó 1a acción de
Ca‘H‘-CAFsobre otras proteínas no dieron resultado, de modo que de
ser dicha acción de Ca‘H'- CAF proteoli’tica. seri's específica sobre 1a
GS y F (b)K.

Como ya Appleman en este laboratorio y Friedman y Larne r
(127) han logrado separar F(b)K de GS. serfa interesante demostrar si
hay separación de péptidos por acción del Ca‘H’sobre ambas enzimas 
(carácter proteolflico de este efecto), y además si estos péptidos son
iguales o no. Por otro lado, 1a determinación de péptidos finales con
DNFB podri’aaclarar también las semejanzas que tienen los canb'ns pro
ducidos en la GS y F(b)K.

Resumiendo. si el proceso fuera proteolftico. los fenómenos
de reversibilidad "in vivo" se complicarfan bastante. Si el prOCesofue
ra irreversible ¿y1a acción del Ca++-CAF sobre la GS se frenara por
ejemplo, por autaisis del CAF; en procesos tan activ os como la gli 
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colisis muscular, habri'a necesidad constante de síntesis de GS (I) y
de CAF, procesos estos demasiado antieconómicos.

Otra posibilidad fisiológicamente más atractiva sería la de
la formación de un complejo GS-CAF- Ca++semejante a1 que se forma
durante la contracción de actina-miosina- Ca'H'ypodrfa ser estudiado ,
purificando más la GS y el CAF. En este caso el uso de Ca‘H'radicac
tivo podrfa facilitar el estudio de este problema y aclarar, si el Ca'H'
está unido a la GS. al CAF o hace de puente entre ambos. Este com 
plejo podrfa también ser sólo GS-Ca++y el CAF hacer de factor enzi
mático. De existir reversibilidad como la que se produce en el caso a_<_:
tomiosina-Ca‘H' durante la contracción y relajación, se podrfa estu 
diar 1a reversibilidad para GS-Ca++-CAF con fracciones de reti’culo
sarcoplasmátido. Este retl'culo sarcoplasmático tiene 1a propiedad de
inducir la reversibilid ad del sistema actomiosína- Ca‘H', reduciendo la
concentración del Ca++ a menos de 0, 02 yM (128).

Otro problema estudiado fue la inactivación del efecto del
Ca‘H' sobre 1a GS, por acción del Zn‘H'. Es interesant e, ya que se en
contró que el ZnHtiene un potente efecto de relajación sobre las fibras
musculares (118).

Por lo que se ve en "Resultados", el Zn'H' actúa sin embar
go impidiendo la reacción y no invirtiendola una vez producida .

Por otro lado, el Zn++ no inactiva al CAF. como para jus 
tificar que esa sea la causa de su acción inhibidora. Una posibilidad
que se plantea, es la competencia que se podrfa producir entre ambos
cationes por el sitio en que se pega el Ca‘H‘posiblemente a la GS, con
el equilibrio desplazado hacia la unión con el Zn'H‘. Es de interés des
tacar que la conCentración de Zn++ en el músculo es semejante a l:
de Ca++ (118). '

4) Diferenciación de CAFGS y CAFFK .

El hecho de haber identificado un factor proteico reaponsa 
ble del efecto de Ca++ sobre la GS, semejante al encontrado por Brñyer
para el caso de la F(b)K (115), plantea la conveniencia de diferenciar
ambos factores. La preparación del CAF que utilizamos para conver
tir GS(I) en GS(D)Catiene también acción activadora sobre la. F(b) K'
"no activada”'en presencia de Ca'H'; y por ello es que utilizamos: la
misma preparación para eStudiar ambos efectos e intentar su diferen
ciación y separación.

Respecto de la diferenciación, la acción del calor y la trip

6-1



sina'produjo efectos similares sobre ambas actividades CAF.

Los intentos para separar amhos efectos por precipitación
fraccionada con 504 (NH4)z , cromatografía con DEAE celulosa'o ul
trafiltración con Sephadex G. 200 no tuvieron éxito; por lo que ambos
factores o bien tienen propiedades muy semejantes o de lo contrario se
trata de una misma substancia que actúa 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.CDO.

La fuerte adhesión del CAF a 1a DEAE celulosa. indicari’a
que se trata de un compuesto de carácter aniónico.

Aunque no se descarta 1a posibilidad. que otros métodos de
diferenciación o purificación permitan separar ambos efectos; el he.
cho de que el CAF actúe simultáneamente sobre la F(b)K y la GS, lo
ubicarfa como un elemento de regulación en la glucogenolisis.

5) Diferenci'ación de GS (D)ca y GS (D)ATP.

La última parte de este trabajo, está dedicada al estudio de
las diferencias entre las distintas GS (D) obtenidas por la acción del
ATP-Mg'H' - 3'5' AMP [GS(D)ATp] ; del Ca++ [GS(D)Ca ; de la
tripsina [GS(D)TRIp] y especialmente en los dos primeros casos ,
que son los que podrían tener importancia fisiológica.

Por otra parte, las propiedades de la. GS(D)r1RIP ros pue
den dar algunos indicios, sobre el carácter de las otras transforma 
ciones a la forma GS(D). Esto es asf particularmente para el caso de
la GS(D)Ca. teniendo en cuenta que esta se podri’a producir por efecto
proteolftico del Ca'H' -CAF sobre la GS(I).

Los problemas de la reversibilidad de estos procesos se han
comentado antes.

Se sabe que la acción del ATP-Mg++- 3'5' AMP convierte a
la GS(I) en GS(D)por fosforilación dela serina (86) y cuando laGS(D)
pierde su fosfato se reconvierte a GS(I). AT

En cambio cuando la conversión de GS(I) a GS(D) es produci
da por Ca‘H', 1a GS(D) ‘ obtenida, es incapaz de volver a transfor tmarse en la forma GSI en las condiciones indicadas anteriormente.

Evidentemente en este caso hay una diferencia bien neta ertre GS(DÁTP
y Gs(D)Ca.



Además, se observaron otras diferencias, como ser ma
yor resistencia de 1a GS(D)ATPal calor y a la tripsina comparada con
la que tiene la GS(D)Ca .

Por otro lado, las formas GS(D)son semejantes en cuanto a:
las Curvas de actividad en función del pH, al valor de los Km para
UDPGy para G6P y en la inhibición 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 GóP son básicamente iguales.

A pesar que las zonas de la molécula de GS sobre las cuales
actúan el ATP-Mg y el Ca'H' estarían afectadas en diferente forma 
(fosforilación de una serina en el primer caso y posible liberación de
un péptido o formación de un complejo con Ca'H' en el segundolos efes
tos de ambas acciones sobre la afinidad de la GS para la GóP y para
el UDPG serían muy semejantes.

Se intentó también aclarar, si el lugar de laenzima (GS)so
bre el. que actúa el Ca++-CAF es o no el mismo que se fosforila por
acción del ATP-MgH'. Para ello, se trataron las. GS(DHZO ,GS(D)Cao
GS(D) GS(D) c ++ ++ATP Y TRIP con a .CAF. El efecto del Ca - CAF

sobre la GS(D)ATP fue semejante proporcionalmente a aquel que se
obtiene sobre la GS(I) y diferente a aquellos obtenidos sobre la1-120
GS(D)Ca YGS(D)TRIP . En este último caso ambos efectos fue 
ron semejantes entre si'. De acuerdo a estos resultados, el lugar de
la. enzima donde actúa el Ca'H' ser'fa distinto‘a aquel sobre el que lo
hace el ATP-Mg“) aunque las enzimas pbtenidas, tengan aproxima o
damente igual afinidad por el UDPG y el GóP.

6) Significado fisiológico del efecto del Ca++y del de la adrenalina.

Krebs y Fischer supusieron que el CaH’ podri'a ser el agen
te que unirfa el proceso de contracción, con la glucogenolisis que s72
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 Ca++y el 3'5'AMP intervienen en procesos in vi '-'
tro. cuyos productos son GS(D)distintas, podría aprovecharse dichas
diferencias, para comprobar si realmente ambos procesos tienen vi 
gencia in vivo. Si por excitación eléctrica, se produce en músculo u 
na GS(D)semejante en sus propiedades a la GS(D)ca obtenida in vitro
y por acción de la adrenalina in vivo se obtiene una GS(D) semejante a
la GS(D)ATP obtenida también in vitro, la hipótesis de Krebs y Fis 
cher se veri'a confirmada.



Para explicar el efecto de la adrenalina a través del 3'5'AMP,
hay que tener en cuenta que la conversión de la F(b)K " no activada" a
"activada" por el ATP, llega a su máximo a una concentración de ATP
de poco más 10'3 M, pasado la cual, dicha conversión se comienza a
inhibir. En reposo la concentración del ATP es 8 x 10”” (l30);en es
ta condición, sin 3'5'AMP, la conversión a F(b)K "activada" in vitro es
muy baja. Cuando dicho nucleótido cfclico está presente, se produce ng
table aumento de la conversión a F(b)K "activada" (26). {Fig. y,

Se concluye por lo tanto, que cuando la adrenalina produce
glucogenolisis "in vivo", lo hace activando la conversión de la F(b)K
"no activada" en "activada".

La independencia del efecto glucogenolftico de la adrenalina
y de la excitación muscular ha sido confirmada por los trabajos de [hn
forth y otros (1'31), quienes observaron marcadas diferencias de am
bas acciones. La estimulación eléctrica del músculo sartorio de rana,
produce una rápida activación de la fosforilasa, asf a 309G. en l se 
gundo, la F(a) llega al 50% y en 2 segundos y medio al 80%; cuando Ice
sa 1a estimulación, la reacción revierte rápidamente, 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 "proporción de F(a) y llevarla al 50%y cuando la incubación con adre
nalina cesa, transcurren 40 minutos hasta que la proporción de F(a) 
vuelve a los bajos valores normales.

Además, el dicloroisoproterenol, que bloquea la acción de
la adrenalina y anula su acción más rápidamente. ti ene muy poco e c
fecto sobre el aumento en la proporción de F(a)Ïproducida por la con 
tracción muscular.

Otra demostración de independencia de amhbasacciones la
han dado Posner y otros (132), quienes encontraron en músculo de ra
ta y de rana que la adrenalina produce aumento notable de la F(b)K
"activada", de la F(a) y del 3'5'AMP, mientras que la estimulación
eléctrica produce aumentos del mismo orden de la F(b)K f'activada",
de la F(a), pero no del 3'5'AMP.

Cuando se intenta relacionar el papel del Ca++ en la contrac
ción muscular: 'y el del mismo catión sobre las enzimas llaves de 13
glucogenolisis-glucolisis. tenemos que tener en 'cÏuentaque el rango de
la concentración de Ca'H' capaz de actuar sobre 1a GS, F(b)K y fosfo 
fructoquinasa es de alrededor de 10" M (26,27, 130).

Por otro lado, concentraciones de Ca++ ent re 3 x 10"M y
1, 6 x 10". M son capaces de producir contracción muscular (133).
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Estos últimos valores, coinciden bastante bien con las con 
centraciones de Ca necesarias para producir contracción de actomio
sina in vitro (134).

Para explicar esta aparente contradicción, debemos t ene r
en cuenta las estructuras que sirven para transportar la excitación
(117)(ver fig.6). La membrana que rodea ala fibra muscular posee in
vaginaclones, que penetran profundamente en ella y que tienen contínui 
dad con el medio externo (135): estas invaginaciones a las que se deno
mina tfibulos T, corren transversalmente a las fibrillas musculares a
la altura. de la banda Z, a cae nivel toman contacto con los reti’culos sa_r
coplasmáticos (RS)que rodean a la fibrilla. El reti'culo sarcoplasmáti
co por lo tanto corre longitudinalmente a dicha fibrilla. En preparad os
cortados longitudinalmente a las fíb'rillas y transversalmente a los tu 
bos T, observados con microscopio electrónico, se ve 1a toma de con 
tacto de los túbulo's T con el RS ala que se la' conoce con el nombre de
triada; esta triada tiene en el centro el corte transversal del túbulo T
y a los costados cortes longitudinales de las formaciones de RS llama
dos sacos laterales.

La excitación que llega a 1a fibra muscular, penetra en ella
a traÏvés de los túbulos T y en la triada se produce la conexión de esa
corriente con 1a fibrilla a través de los sacos laterales. Los gránulos
de glucógeno están dentro del retfculo sarcoplasmático y en la vecin 
dad inmediata a las membranas reticulares.

La aparente contradicción entre la concentración de Ca++ ns
cesaria para activar a la F(b)K, a la FFK, convertir a la GSy aquella
capaz de producir contracción de la fibra muscular podrfa eliminarse ,
teniendo en cuenta: 19) que en el músculo e_nreposo prácticamente to
do el calcio está en el reti'culo sarcoplasmático (en las vesículas sar 
coplasmáticas el calcio se encuentra a una concentración de 5 x 10") 
(136); 2p) que el glucógeno dentro del RS está en la. vecindad inmediata
a las membranas reticulares, casi pegado a los sac0s de la triada.Por
lo tanto, a1llegar la excitación por los túbulos T a los sacos laterales
de la triada (135,137) podrfan producirse 2 fenómenosfiya sea que el
calcio unido a las estructuras del RS se libere como Ca+ 'o que ya es —
tando en los sacos reticulares como Ca++, esta excitación produzcaun
cambio de permeabilidad de las membranas que permita el paso del Cal:+
En este último caso, el glucógeno que está dentro del RS deberfa estar
separado del Ca++por subestructuras membranosas, sobre las que ac
tuarfa la excitación cambiando su permeabilidad. Para cualquiera de
estas dos hipótesis, durante 1a excitación, el glucógeno con sus enzi 
mas estarían Sumergidos en el centro del gradiente del Ca++y, por'-lo
tanto. la concent' :.ción de CaH' en el gránulo de glucógeno con GS,
F(b)K y FFK seri'a muchísimo mayor, que el que tendri’a la fibra mus 
cular.
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En la descripción indicada ladistancia que separa al Ca++1_i_
berado de las miofibrillas es de 0, 5 a l, 0 y (117), por simple difusión,
en tiempo concordante con el de excitación-contracción, el Ca'H'se une
a la proteína contráctil. La ATPasa de 1a fibrilla se activa y a la vez
que se produce la ruptura del ATP en ADP y Pi, se produce la cortrag
ción muscular (138). Conectada con la contracción, comienza toda la
serie de reacciones que llevan al glucógeno hasta láctico.

Durante la relajación el RS toma el Ca++de1sarcoplasma en
una reacción dependiente de ATP (139,140) y hace bajar con ello 1a
concentración del ion calcio, se trata de una verdadera bomba de Ca+‘."
El retfculo sarcoplasmático, como fracción microsomal también se 
para el Ca++ de 1a actomiosina, reduciendo su concentración a menos
de 2 x 10‘s" y causando la relajación de ésta. (128).

7) Regulación por el Ca‘H', por el ATP} por el 3'5'AMP, de las
actividades de GS,F(b)K,F LFFK durante 1a contracción muscu
lar.

Es de interés hacer notar, que existen diferencias funcio 
nales entre el efecto del 3'5'AMP y el de Ca+ . E1 efecto del 3'5‘IAMP
está. vinculado al efecto fosforilante del ATP sobre 1a F(b)K y la GS, y
su acción consiste en acelerar dicho efecto.

Por otra parte y como ya se dijo. la activación de la F(b)K
Por ATP-Mg++ es máxima a una concentración de ATP de alrededor 
(Fig. 6) 10‘3M, bajando luego, a medida que aumenta dicha concentra
ción (2.6). El exceso de ATP produce por lo tanto inhibición de la ac 
tivación de F(b)K. En ausencia de 3'5'AMP dicha activación es muyba
ja. La concentración del ATP del músculo en reposo es de 8x10” MT
(30). En estas condiciones, concomitante con 1a contracción y libera 
CÍÓndel Ca++, en una primera instancia de los 2 tipos de activaciónde
1a F(b)K, (la del Ca++ y la del ATP-Mg fl) la del Ca++ serfa la actuan
te, dado que la del ATP-Mg'H’ está inhibida por exceso del nucleótido.

Debe hacerse notar, además. que la fosfofructoquinasaE‘FK)
es también activada Por Ca++ (130, 141). En músculo cardíaco perfun 
dido, el número de latidos depende de la concentración de Ca++ y con
comitantemente con el aumento de la. concentración de éste, también
se produce mayor actividad de FFK (130). Además, la FFK es inhibi
da por exceso de ATP y esta inhibición es superada por aumento en
las concentraciones de AMP y Pi (142), es decir con disminución del
nivel de ATP.

Esto permite presumir que la FFK igual que 1a F(b)K y la



GS, estarfa ligada funcionalmente a la contracción muscular.

Resumiendo, al producirse la contracción, aumenta el nivel
de CaH'en la miofibrilla, la que se contrae y descompone ATP. Para 
lelamente al aumentar el nivel de CaH', se activa tanto la glucogenoli
sis. por conversión de la GS(I) a GS(D) y la F(b)K "no activada" a
F(b)k "activada"; como la glucolisis, por aumento de actividad de la
FFK, esto último por un mecanismo que no conocernos. Este proceso
de activación por Ca++lleva en última instancia a la produccióndeATP.
Si en la competencia entre este proceso en que el Ca+"Lactúa como prg
ductor de ATP a través de la glucogenolisis-g1ucolisis y la contracción
muscular, la concentración de ATP disminuye, se pondría en marcha
un segundo mecanismo productor de ATP. Este es aquel en el cua]. el
ATP-Mgl'+ activa a la F(b)K "no activada" y convierte la GS(I)en GS(D).
Si a pesar de esta segunda etapa de regulación activada por el des cen 
so en el nivel de ATP, sigue predominando el cbnsumo, la disminución
en la concentración de ATP y el aumento concomitante de AMP y Pi
producirán: actividad "per se" de la F(b) (30) y supresión dela inacti 
vación de la FFK por el ATP (142).

Esta regulación es de tipo "feedback", ya que e].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 músculo en condiciones normales de reposo, en aerobic 
sis, aún teniendo baja concentración de Ca“, de F(b)K "activada", de
F(a) y de FFK, con el sólo aporte de la glucosa que la sangre le provee,
produce mayor cantidad de ATP, que las requeridas para satisfacer ss
necesidades energéticas.

Al producirse la contracdón, aumenta la concentración de
CaH' libre y esto produce mayor proporción de F(b)K "activada", de
F(a). de GS(D) y de FFK. Si el consumo de ATP debido a la contracciói
es aún mayor que la óroducción de este nucleótido puesta en marcha
por el CaH', e] ATP baja su concentración y aumentan los niveles de
AMP y Pi. Con ell'o se desinhibe la transformación de F(b)K "no activa
da" en "activada" y la FFK (142.), activándose además la F(b) por el
AMP (29).

Si la provisión de 0: fuera suficiente. la respiración ':ornpe_
tiri'a con la glucolisis por el ADP y Pi disponibles (143,144) y regene =
rari’a ATP con mucho menor necesidad de consumo de glucosa (Efec 
to Pasteur). En ese caso los niveles de ATP serfan suficientemente
tos y los de AMP y Pi Suficientemcnte bajos como para inhibir la glu 
colisis.

En la contracción en aorobiosís o anaerobiosis, e]. Ca++ se 



rfa el efector primario de la glucogenolisis y 1a glucolisis. En aerobio
sis. la glucosa que llega al músculo proveniente de la sangre es sufi Ï
ciente para mantener un alto nivel de ATP y bajo de AIviP. En anoxia.
1a disminución en la producción de ATP por las mitocondrias, provo 
ca en principio reducción de ese nucleótido, y a la acción del Ca++,si _.
quen las fosforilaciones de las enzimas citadas por el ATP-Mg. El au
mento de las disponibilidades de esteres de glucosa por activación del
sistema de la .‘Ïosforilasa, se completarfa con activaciones directas por
disminución de ATP ‘yaumento de AMP y Pi, como el caso de la F(b) .
Por acciones semejantes podría ser que aumentara 1a actividad de FFK.

8) Beglilación de_1_¿a_sactividades enzimáticas en músculo esqge_l__é_
tico por la adrenalina y en músculo cardíaco p_0rel glucagón.

E1 efecto glucogenolftico de la adrenalina sobre el músculo
esquelético o del glucagón sobre el músculo cardfaco. se explican por
e].efecto que el 3'5'AMP tiene, de aumentar la activación de la F(b)K
producida por el ATP.

Parmeggiani y Morgan (29) han estudiado en músculo cardfa
co el efecto de la anoxia y del glucagón en aerobiosís. Este último pri
duce mayor proporción de F(a) pero no disminuye tanto el glucógeno co
mola anoxia. Este efecto puede interpretarse que es debido a las si:
guientes razones: El glucagón produce aumento de F(a) debido ala ac
tivación dela F(b)K por el 3'5'AMP. En 1a anoxia el nivel de F(a) será
el producido por la activación de la F(b)K cuando baja la concentración
de ATP (cuyo exceso por encima de poco más de lO"M es inhibitorio)
(Ver Fig. 5 ).

En el primer caso, la activación de la F(b)K es mayor que
en el segundo, y con ello se logra un mayor nivel. de F(a). Por otro .Ïla
do. el AMP producido en 1a anoxia por descomposición del ATP, pro r
ducirá actividad "per se" en 1a F(b).

Este AMP además activarfa la FFK en mayor grado que el
3'5'AMP producido por el glucagón, disminuyendo por esta causa. 1a
G6P con mayor intensidad en el caso de la anoxia. Esta menor conc'en
tración de G6P disminuye la síntesis de glucógeno, tanto por menor ccïn
versión de GS(D)a GS(I), como por menor actividad “per se" : de ' la
GS(D).

En conclusión en anoxia tenemos menor nivel de F(a) y sin
embargo menor concentración de glucógeno debido al aumento de la glu
cogenolisis por el F(b) y a menor sfntesis del polisacárido por meno-1:
concentración de GóP.



9) interrelaciones de las acciones del Ca‘H'yge_la adren_a.lina o del
39933322312. 99str329ié3332 9.011121:

La independencia in vitro que se observa de los efectos del
CaH' y de la adrenalina, no significa que in vivo estos efectos no estén
relacionados. Waugh(145) perfunde segmentos arteriales, que manifíes
tan respuestas contráctiles al pasaje de soluciones conteniendo ad‘rena-Ï
lina. Vasoconstricciones producidas por adrenalina a bajas concentra —
ciones de Ca++, pueden ser aumentadas, si se eleva la concentración de
Ca++o suprimidas, si se perfunde con líquidos sin este catión. Waugh 0'
pina que la adrenalina aumenta la acción vasoconstrictora por aumento
de la permeabilidad a la acción del Ca++. Este aumento de la permea 
bilidad podría ser producido por acción 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:a1;agua.

Regen y otros (130) demuestran en corazones perfundidos de
rata, que Si el li'quido de perfusión carece de C3414",cesa dicho órgano
de latir. Serfa interesante probar glucagón, el que aumentaría el mí 
mero de latidos y eliminar el Ca++del líquido de perfusión Loque los a
nularía.

10) Relaciones del Ca++, del ATPldel ¿Llucégenoen la fosforila 
ción oxidativa de 1a mitocondria.

Extrapolando los datos que da la literatura para mitocondrias
de hígado (143,144) a las de músculo, se puede decir que durarterél tra
bajo muSCular en aerobiosis, se podri'a producir entrada de Ca‘i’+ en la
mitocondria y además aumento del ADP y del fósforo inorgánico por rup
tura del ATP. La presencia de Ca'H'hace, que mientras haya fósforo i
norgánico, el aumento que sobre la respiración basal produce dicho ca
tión, no cese, y como también se está en presencia de ADP, tampoco c_e
sarfa 1a formación de ATP.

Pero por otra parte, el exceso de ATP frena este proceso y
a su vez este nucleótido se descompone durante la. contracción. Se des 
taca entonces el doble control que ejerce el fósforo inorgánico (produc 
to de ruptura del ATP y de la fosfocreatina) activando y el ATP (produ_c_
to de sfntesis de ADP y fósforo inorgánico) inhibiendo la producción de
enlaces de alta energía por la mitocondria.

En realidad se puede considerar como un proceso de " feed 
back" que el ATP ejerce sobre su propia. síntesi- y el fósforo inorgáni
co ejerce sobre la utilización como sustrato.



La dependencia del nivel de formación de intermediarios de
alta energfa por la cadena respiratoria, con 1a formación de glucógeno.
está sostenida por los experimentos de Figueroa y otros (147) con cor
tes de hfgado de rata a los cuales se los ha sometido a presiones va 
riables de 02 en presencia de glucosa C“. A mayor presión de Oghay
mayor formación de glucógeno y éste se forma en una capa de 'mayor
grosor de tejido. Además las zonas que no sintetizan glucógeno mues
tran una casi completa desaparición de mitocondrias, mientras que las
zonas productoras del polisacárido las conservan. También a mayor in
hibición de la sintesis de ATP por 2-4 dinitrofenol, se observa. mayo-r
inhibición de la síntesis del glucógeno en higado de rata (148).

La dependencia que la síntesis de glucógeno tiene, con la fo:
mación de ATP o compu estos con uniones de alta. energia también ha
sido informada por Nigam y Fredland en homogenatos de músculo pec
toraJ. de paloma (149); los inhibidores de la fosforilación oxidativa eli 
minan la incorporación de glucosa Cikal glucógeno.

Nosotros hemos observado con homogenatos de músculo pec
toral de paloma que el potasio aumenta la incorporación de P 32 al ATP
y aumenta también la incorporación de glucosa C?“ al glucógeno y que
el 2-4 dinitrofenol. desacoplante de la fosforilación oxidat iva. inhibe
también la incorporación de glucosa al glucógeno (150).

ll) R_egulaci6nde 1a síntesis} degradación del glucógeno por el glu
cógeno mismo.

Agregado a este sistema de regulación por ATP. es posible
que se acoplen otros sistemas de regulación de la si'ntesis y degrada 
ción del glucógeno. asf el mismo contenido de];glucógeno aumenta in
tro 1a velocidad de activación de la F(b)K (26) e in vivo a mayor nivel de
glucógeno produce menor RiGó (menor proporción de 68(1) y viceversa
(151). Ambos efectos en ese sentido se complementar, activación del
sistema de la fosforilasa produce inactivación del sistema de la GS. Es
to concordarfa con el hecho de que la ingestión de hidratos de carbono
en exceso. no produce aumento indefinido de glucógeno y_si'produce au
mento indefinido de los tejidos grasos.

Resumiendo puede llegarse a las siguientes conclusiones:

l) 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) E1 efecto del Ca'H' sobre la GS es independiente del efecto del
ATP-Mg++- 3'5'AMP in vitro.



3) La GS(D)producida por acción del Ca‘H'es diferenciable de
la GS(D)producida por ATP-Mg++-3'5'AMP.

Y

4) La vigencia in vivo del efecto de Ca‘H', sobre las enzimas que
intervienen en 1a síntesis y degradación del glucógeno,es por
ahora, fundamentalmente producto de la especulación y to 
davfa será necesario bastante trabajo experimental para ac1_a_
rarlo.
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