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La glwodzeno sinietasa de levadura es activada

sor el glucosa-b-fostatao, activacidn que depende del pH,

Se ha encontrado que sustancias anidénicas,como
6l cloruro, nitrato, maleeto, eto., inhiben la actividad em ausen
cia del éster fosfdrico, pero la adicidén del mismo restituye 1la ag
tividad 2l valor original. Otros aniones como el sucoinato, lacta~
to y iluoruro son no inhibitorios, descartdndose un efecto de fuer

za idnica.

Usando cloruro como inhibidor modelo, se deter
mind que la inhibiocidn es mixta respecto del UDP-glucosa, Loe grd-
ficos de aotividad en funcidn de la concentrasidén de UDP=gluec osa
son hiperbdlicos, tanto en ausencia como en presencia de cloruro o
de glucose—6-~fostato, [ cnubiv, cuando se estudia la actividad en
funcidn de la concentracidn de ;lucosa=b6-fostato, manteniendo cong
tante el nivel de cloruro,ze obtiecnen ourvas sigmoides. 1 sistomn
se comporta eon forma similar cuando se varfe lz oconcentracidn de

cloruro en pressncias de glucosa fosfato.

lediante el tretamiento de la enzima con 2,4 -
dinitroiluorbenoeno - pH8 en presencia de UNP-glucosa se ottiene
una pérdida frreversidle de ln sensibilidad a la inhiblaeidn ;orclg
ruro sir od8rdidc apreciatle de la actividad. Se concluye, dor own
to , que los inhibidores anidnicos se unen a un sitio dilerente del

sustrato,

T'gtudiando la inhibleidn a.dictintos pH se ene
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contrd que ~ljunas sustancias tienen mayor poder inhibitorio a pH §,
que es probablemente el pH fisioldgico de la levadura, que a DH 7,%

Los inhibidores mfds eiicaces a pH 6 son el ATP, ADP y GT2. El meca=~
nismo de aceidn es similar al presentado por el cloruro. La inhibi-

oidén por nuoledtidos es revertida por el glucoesa~G-fostato,

Se ha determinado que el fendmeno de reversi én
o9 espeoifico para el glucosa-b6-fosfato y pare el zlucosamina~6-iog
fato. Existen otros activadores de la enzimns 2~fosfoglicdrico,32e
foglicérioo, trehalosa~fosicto, pero oarecen de la pro.iedad de re=

aotivar la inhibioidn vor las sustancias aniénicas.

En base a las teorias actuales de regulacidn a-
lostérica, se disoute un modelo probable de la enzime que concuerde

con sus prosledades,

Se ha postulado un mecanismo de control de la
ointesis de glucdgeno "in vivo", de acuerdo al cuzl le actividad de
la glucdgeno sintetasa se hallaria permanentemente inhibida por 1la
presencie de ATP y ADP, Serfan los niveles de glucosa-6-fosfato (qg
guladgg por la fosfofructoquinasa en base a las concentraciones re%&
tivas de ATP y AMP) los determinantes de la velocidad de la sinte =

sis de gluedzeno.

Existirfe ademdfs un mecanismo adicional mediane
te ol ousl los iones amonio =regulondo la actividad de la fosfofrug
doquinasa~ canalizerfen, cuandio es necesario, el oarbono de la glu=
o hacia la formaoidn de compuestosmitrogencdos esenciales pare el

oreaimiento.
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L, INTRODUCCION

El glusdgeno, polisacdrido ramificado ‘e gluco-
sa, se halla ampliamente distribufdos mamfferos, invertebrados, bag

teriaa, levaduras, etc. (1),

En todos los organismos es una fuente de reser~

va de hidratos de carbono, y por lo tanto, es fuente de energfa.

PROPIEDADES DEL QLUCOQENO

El gluedgeno tiene un peso moleoular que varia
entre 106 ¥y 109 (2), dependiendo del origen y del método de extrac-
cidén (3)0

la estrustura comunmente aceptads nara el nmismo
se debe a Meyer (4) (Fig. 1). Presenta cedenas lineales de 10 a 14
glucosilos conectados entre sf por uniones a(l-a), ligade: a oads
nas adyesoentes por uniones glucosfdicas a(1=6) (Fige2). Los .un -
tos de ramificacidn, es deoir las uniones a(l-6) constituyer v
8% de las uniones totales (1). De esta forma, la longitud de las ou
denas terminales es de 6 a 9 unidades glucosilos y las cadenas inte

riores poseen ) a 4 glucosilos (%,6).

En le Tabla I se hallan resumidas las principae-
les caraoterfstiocas estrusturales de la moléoula de glucdreno.En la

parte (b) se presentan las propiedades del gluadgeno de levadursa.

Segin Northoote, el gluodgeno de levedura es si
milar al gluodgeno de mamfferoe (9), aunque mediciones de viscosi -
dad parecen indicar que posee una mayor aaimetrfa que el gluodgeno

animal,



TABLA X - Propiedades del gluodgeno

| “apffe - | ner. | YR | R,
Propiedad (2) (b)
cr (x) 10-14 1 12-13 | 9-10
Fdnero de unionee o (1-6) 8«10% 1
o ramas externas
Longitud de oadenas termie
nales (xx) 6~9 1 89 9=10
Li{mite de paminflisis " 40=50% 1 44-50% | 9=10
Longitud de cadenas termi-
nales despuds de accidn de
j% amilasa 2,5 1
Longitud de oadenas termi=-
nales despuds de 2coidn de
fosforilasa de misculo 4 71
Longitud de cadenaa inte =
riores 3=4 1l 2w 9«10
Coloracidn con I marrdn
2
rojizo 1
Amax en 12,0120a 460 9/* 8
(x) [ A Longitud de oadena o nvmero de residuos de D-glucosa por

gluwoosilo terminal

(xx)

én residucs de glucosa



Estructura de/ Gluc'o/geno

Figura 1
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ENZIMAS SINTETIZANTES T DZGRADANTES DEL GLUCOQJENO

El metabolismo del glucdgeno puede esquematizap
se en dos etapas fundamentaless la blosintesis y le degradaoién,et_a_

pas que se desarrollardn a continuacidn.

A Degradaoidn del gluoécenct
I. Fosforilasai( o 1=4 glucanj ortofosfato=glucosil transferasa).

Esta enzima, fundamental en la degradaocidn del glucdgeno, cata

14za la sigulente rescocidns

(glucosa% + /” - (glucosa% {1‘ G’P(ll')

Su funoidn consiste en acortar las cadenas axte
riores mediante el mecanismo de fosfordlisis comenzando del extremo
no reduotor, y deteniéndose al llegar & 3~4 residuos glucosilos ane
teriores al punto de ramifiocacidn. Este reaccidén es reversible " in
vitro".

Tanto en misculo (12) ocomo en hfgado (13)1a fos
forilesa exiote en mds de uns forma. En misoulo se halla en dos fer
mas interconversibles (14), una activa o fosforilesa & y otre inac-
tiva o fosrorilesa . La fosforilase a posee 60-70% de eu actividad
mdxime en ausencia de AP miextraa que la fosforilasa } requiere en
forma absoluta la presencia de dicho cofactor para su aotividad (x)k

Agbas fosforlilasas, & ¥y b, son interconverti —
blee enzimdtioamente. La fosforilasa } es oonvertida en fosforilasa

& por le aooién de la fosforilase } quinesa (16-17) en presencia de

(x) Esto Mltimo no oourre en la fosforilase inaotive de hfgado que
8d8lo presenta actividad a eltas conoentrasiones salinas (15).



de ATP de tal forma que ouatro moles de fosfato son incorporados por

mol de fosforilasa as

2 fosforllasa b + 4 ATP fosforllasa b quinasa, fosforilasa a +4ADP

Esta renccidn no ee general dado gue no oourre
en le fosforilasa de hfgado ni en la de misculo de langosta (18) .
En hfgado, le transformaoidn de fostorilasa inactive en fosforilaw
ga aotiva no ocurre a través de una dimerizasidn sino mediante la

sigulente reaccidn (19):

fosforilasa Imactiva +ATP —>fosforilasa activa + ADP

A su vez, la fosforilasa )} quinasa existe an
doe rormeet ouando la enzime he sido recientemente extrafda, tiene
muy poor actividad debajo de pH 7, actividad que aumenta elgo d me
dirla a pH 8 (20). Esta forma ha sido denominada fosiorilasa b qui

nesa inaetiva y puede ser activada por:

a) preinocubacidn con ealeio y una protefna soluble denominada

WRAF" o "kinase activeting faotor" (21).
) incubaoiones con ATP-Mga‘ - 3'5¢ AMP (22),
¢) inoubaciones cortas con tripsina (23),

La fosforilasa a es transiormade en fosforila=
sa ) mediante la ecaidn de la foeforilasa & fosfatase o enzima PR

(24-2%) megin la siguiente reaccidns

fosforilasa g+ 4 H,0 tnzime PR, 5 fosforitasa b +4 P
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Esta enzima es altamente espeoffice para lafs
forilasa a (26)e La reacoidn es inhibida por AMP que se combina oan
el sustrato, es deoir con la tosforilasa a, y tambidn por la presen
oia oonjunta de glusosa~l-fosfato y ng-r. Ista nropleded puede ser-

vir as{ como mecanismo de control de la glucogendlisie (2%).

II, Sistema derﬂfgcgatg :

Se ha visto que la fostorilasa degrada las ra =
mas exteriores obtenidndose una dextrina 1fmite que posee de tres a
cuatro unidades de luoosa por cadena exterior (7). Esta dextrina es
posteriormente ataocada vor la glizo leqd,l=d glucan transferasa (27)
que transfiere residuos de maltotriosa de cadencs dadoras a cadenas
aceptoras, ya sea inter o intramclecularmente, dejando residuos

o (1=6) de glucosa en posioidn terminal,

En este punto actda la lo (1-6) gluocosidase
liberando D=glusosa. Juedan as{ nuevas cedenas lineales de a (1-4)

glueosilos que pueden ser atacadas por la fosforilasa.

Se ha demostrado que oon la accidén de estas en=
zimas, que aparentemente se hallan formando parte de une misma molé
eula proteica, se puede llegar a una deramificacidn total del gluod

geno en ausenoin de fosiordlisis (28,29).

III, Otras enzimng dezradantes del gluodzeng:

La degradacidn del glucégeno no es llevada a oa
bo exclusivamente por el mecanismo de fosrordlisis, como en el caso
de lo fostorilasa, sino que tambidn puede ser atacado por enzimes I
drolftican,

amilasa (o ) luoano hidrolasa)s actdn en dos etenas

(30): el primer paso consiste en liberar meltotriosa, maltotetraosa,



naltopentosa y algo de maltosa, pero no glucosa, de las cadenas o
teriores (uniones & 1=4). En la segunda etapa se ataoca el glusége
no restante obteniéndose maltosa y produotos ramificados, dado que

esta enzima mo ateca las uniones a(1-6) (31, 32).

b) (o.milggas (x1-d slucan glucohidroloses): separan resi -

duos de Dmzluoosa del glusdgeno a partir del extremo no redustor ,
obteniéndose vor lo tanto glucosa y una dexsrina 1fmite de alto
peso molecular o ¥ dextrine (33). Dndo que vfa fosfordlisis o o aw
mildliesis 12 glucosa no es liberads oomo producto inicial, le ami=-
161iois podrfa eer un camino importante cuandc el organismo requie

re una rdpilda liberacidn de glusose.

B, S{ptesis de OGlusdgenct
I. Qlupdpeio sinietasa (UDPGt o led glucan & l=d~glucosilimms

ferasa) catalise la siguienie reasoidn:

UDPG + (glucosa% — 5 UDP +glucosil q(1-4)X(glucosa)
n

Esta enzlme transflere zluoosa del dador, o u=
ridina difosfato glucos> (UDPG), al aceptor, o cadena externa del

gluodgeno, para formar wmiones o (le=d),

Hasta su descubrimiento, se orefa qus la fosfg
rilasa era le engima causante de la sintesis del glucdgzeno "in vie

vo", tanto como lo es "in vitro",

No obstante existen evidenoias que indiocan que

esto ne sucede:s

a) La epinefrina y el glucagon (34) o altas concentraoiores de
sodio en cortes de tejido de higado (35) producen una estimulacidn
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du la fosforilasa, pero, se ha demostrado que en esas oondiciones

8élo hay rupturu del glucdgeno (36).

b) Recordando que le reaceidn que ocataliza la fosforilase es

(Glucosa) *+ G-1-P & > (Glucosa) t+ P
n n+{ /

la constante de equilibrio para dicha rezceidn serd:

(Gl/ucosa) (P)
! /

(Glucosa% (G-1-P)

Pero, dado que el agregado de una molécul: de ;;lucosa redirnte el
mecenismo de la fosforilesa, no hace varier el ndmero de glucosi-

los termincles ge tienet

( G/lucosa) = (Glucosa)
n n+f

Y vor lo tanto

C P;)

K= L (37)
(G-1-P)

Lt ogonrtante U le.unls lel i, leblilo o loa

diferentes pKi del fdstoro inorgdinico y uel Glucose~l=Zosfato. A
PH 7 su valor es de 3,2. Por otro lado se ha demostrado que la re
lacidn de Pi/G—I-P, estimndn or ler mediciones le Idsioro inorgd
nioco total y cel zlucosa=l=rostoto, es de 300 en diefrngme de ra-

ta (38) y de 36 a 53 en levadure (39). ’ara el diafregma de rata,
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ente vzlor es 107 veces mayor que el de 1l conmtante de eguilibrio
7 .or lo tar-o se deduce Que la reaccidén de ruptura del glucbdgeno

estarZz anpliamente :~voreoida "in vivo'.

¢) Cuando le enzime actuante es lz rostorilasa, la energie ne
ceserie para le efntesis serd provista por la energin libre de hi-

drdlisis del glucose-l-tosfato, que se ha estimndo en 5Kecal (40).

Teniendo en cuents la recocidn hipotéticat

VoPG + HZO » UDP + Glucosa

se ha determinmdo que , a pH 7,5, la ererzfa libre de hidrdélisis

del uridina difoeiato glucosa es de B X cal (41).

F - 8 Kcal
UDPG

A F — 5 Kcal
G1-P
F = 3 Kcal
total

i

Se puede observar que UDP-glucosa es un sustrs
to energé€iicamente mis Tfavorable que el glucosa-l-fosfato (en 3K cal)

para ceder glucosilos,

d) En casos de clertas miopatfas en que la rosiorilesa estf au
sente, o muy diominufda, se han leterminrdo nivoles de slucdgeno nor

males o algo aumentados (42, 43,44, 45).

“or otra parte, en eniermedades en que no se a-
owmula glucdgeno ("slyoogen storage deiicienoy") (46) se han medido
niveles normeles de fosforilasa pero ausenciz completa de glucdgeno

asintetasa,
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Astualmente ne existen dudas zsceroz del rol de
la ;lucdzeno sintetasa, desoubierta en hi{zado por Leleir y Cardini.
(47), en la sfntesis del gluodgeno.

Pesteriorrmente, este enzima La sido encomtrada

en misoulo (48, 49), levadura (50), y michos otros organisues.

Probeblemente, la propiednd mfs importante de
este enzima es su activacidn por el glucosa-~fosfato. Eeta aotiva
cidn varfa de aesuerdo e la preparacidn y a la especie de la oual
proviene. Asf, las enzimas de Agrobaoterium tumefaoiens (52),miscy
lo de langosta (53), ¥y ouerpo graso de qucaracha (54) no son aa
tivadas por el glucoga=f=rosfato. Ccsos intermedies se encuentr an
en las enzimas de rafsoulo de conejo (55), o rata (%6) y levadurs -
(50), mlentras que las de misoulo <fresco ds nerre (57) y ds rana
(58,51) presentan un requerimisento absoluto para la presencis de di
cho cofeoctor, Leloir y ool, (48) y Traut (51) han demestrado que
la glucosa del dster fosfdrice no interviene en la reascidn,es de

oir que no se inoorpora ol gluedgeno.

Tomando como evidenaias las carsoterfstioas de
esta activacién Traut (51) y Villap=Palnsi y Larner (59) aislaron
¥y purifiocaron dos formas de la gluedgeno sintetosa, que denominn -

roni

Independiente (I)s zotive en ausencia 46 G=6-P Yy
Dependiente (D) : sdlo activa en presencia de G=6-P

Tanto la2 enzimas "I" y "D" de misoule (61,62)
oomo las enzimes de hfgado (63) son enzimiticerente interconvertie
bles entre sf. La obtenolén de glucdgeno sintetasa I o partir de
la forma I ocurre o travée de un proceso similar a la trenstorme -

016n de fosforilasa b er 2 (51, 60),.



. ATP-Mg‘Z‘il . )
fosforilasa b (AMP dep) — = fosforilasa a (AMP [ndep)
arpMgSt
glucogeno sintetasa ] (G-6-P 2795 glucogeno sintetasa D (GGPd)

Lsta fltima recocidn es aotivadn por la presen
cia de (66) Y'-5¢ AP, 1a transformeraidn de 12 enzima independien=
te en la forms dependlente he sido llevada a cabo en presencia de
ATP -P32. Posteriormente, por degraduoidn de 1a protefna radioaoti
va se determind que el fosfato radiocactivo se habfa incorporado a
une serina (64), en tormn similar a lo obtenido oon la fosforilasa
b quinasa d¢ misoulo (65). Aunque les enzimas, fosforilasae b uina
an ¥y glucdsero sirntetase, tionen yro.iedades similares (6€,07) eoe
xisten evidencies (68) de jue nmbnrs cotividades enzimdtioes est én

nsooladee o protefnas diferentes.

Lu ainilitud entre 1las dos trensformaciones
o8 ain mds marouda dudo que el pusnje de foima I a D puede efectump

se, ademds, pord
a) inoubaoidn de la torma I oon oaleio y un faotor proteico sp

luble que porece similar al "KAF" del sistema de fosforilasa } qui
nasa (69)0

b) inoubraidn de la forma I oon triveins (66).
Lo VYANSLOrmRoivn  inversa, oF L9cir el pasaje

de _Ig a I, ocurre medienie ia incubacidn L¢ vrevarwoionses crudae sen

agentes wuiviarflicos (3¢},

glucogeno sintetasa O fosfatasa gluco,gc‘no sr'nte?GSa_I*nl;
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Pn esta reacoidn ka sido irvolucrada una fosfo-
tesa dado que durante la transf{ormacion se lidera P’a existente e
2
la gluobgenc sintetasa D preparsda a partir de A’I‘P--I"3 (62).,

En ouanto a la glusdgeno sintetasa de hfzado |,
comparte muchas propiedades aon la enzima de misoule, pero,ademis d
las formas I y D, Hizukurl y Larner (63) han descripto una forma i
naotiva, adn en presencia de Gluocose~§-fosfato. Ista forma es oon «
vertidle en la formn indeprendiente por inoutroidn con Gluoosa~6-fogp
fato y Mga+.

IT. Epzipa remifioantes

Como hermos visto, la glucdgenc sintetasa sola =~

mente produce uniones o (1~4) zlargando las cadenas exterieres,

Para preducir la estructura ramifionda t{pica dl
glucSgono, es neaesaria la aeoidn de una segunda enzima: la engima
ramificante (amilo 1=4,1-6 transglucosidasa) ouya misidn es transfe
rir parte de les ocadence exteriores (uniones a(l=4))a otra parte &
le moléoula formando uniones o {1=6) {(70=71). Lo transferenoic se
produce cuando a8l largo de las oadenas externas ha alcanzado a W0=12
unidades, transladendo entonoes un segmento de 6 o mfs zrupos gluog
silos (72).
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Figura 3

Metabolismo del Glucogeno
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REQULACION DEL METABOLISLO DEI CLUCOGEI'O

La regulacidn del metabolismo celular se lleva
a oabo gracias a variaciones de la actividad enzimftioca, variacio-

nes que pueden ser debildas a tres ceusas prinoipales:
a) cambios en la concentracidn de metabolitos especfficos.
b) variaciones en las popiedades de la enzima.
o) aumento o disminuoidn de ln cantidad de enzimas.

Las oélulas utilizan estos delioados reours oS
para la acumilecidn o parz el uso de sue reservas de gluoégeno, en

los momentos aproriandoe,

Le ooncentracidn del gluodgeno en las oélulas
oambi{a rdpidamente on resyuesta a diversas oondiciones y agentes .
Istos camblos en los niveles de zlucdgeno parecen ser debidos prin
cipalmente z la 200idn de dos enzimas: la fosforilasa y la gluodge

no sintetasa,

Las demds enzimas intervinientes en el procesq,
es decir: enzimas ramificantes, desramifieentes, amilasa, parecen
estar en exceso y no se conocen propledades regulatorias de las mb

mas. Se suzone, ~or lo tanto, cue no intervienen en eate procesode

regulaoidn (73).

I, Regulaoidén del nivel de gluodgeno en miscules

Modiante el uso de %décniecas rfpidas para dete-—
ner toda activided enzimdtica, Danforth, Helmreich y Cori (T4) de~
nostraron que casl un 95% de lo fosforilasa total se halla presen-
te en la forma b. Por lo tanto, durante el reposo, su aotividad es

jarfe regulada por los niveles de AP, como motivader, y de ATP y
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Olucosa=betosrfato como inhibidores (75,76).

Cuando se produce le contraceidn museular debe

degredarse el gluodgeno para produsir ensergfa. En misoula Sarto ~
rio de rana, Danforth y cel. han demostrado que hay transformacidn
de fosforilasa b en fosforilasa 8 (74). Existen variss lineas de ¢
vi.&enoia que hacen pensar que esta transiormaoidn es mediada por
la acoién del ién calclo y un faotor proteico (KAF). Por un lado,
ge ha determinado que durante la excitecidn de las fibres musoula=-
res el calcio penetra dentro de la odlula (77, 78). Esto determina
que el glusdgeno y sus enzimas se hallen en un medio con caloio.En
ese momento, se produoirfa la transformaoidn de fosforilasa b en &
mediade por la fosforilase b quinasa, astiva gracias a la acoidn &l
oaloio y del "KAF" (79) (*). En consecuencia, se desenoadenarfa el

proceso gluocogenol{tioco necesario para el suministro de energfea.

Paralel~mente, graciss a un meocanismo similar,
la gluodzeno eintetasa independiente se oconvertirfa a le forme de-

pendiente (69), detenidndose 1n sfntesie de sluodgeno.

a) tocidr de la adrenalgpat

Le coeién de la adrenalina estd looalizada pri
mariamente & nivel de la membrana celular (80, 81)., Allf activarfa

a le adenil oiclasa, enzima que cataliza la sigulente reacoidns

ATP . 3 5AMP+ PP
/

(*) Lstos resultadosse hallan en duda, debido a que la transformae
0idn mediada por "Ca + KAF" involuora una accidn proteolftica
que es, por lo tanto irreversible.



El }'«5' ALP actuerfa ocomo mensajerc de la ge
drenalina provooando una activaoién de la fosforilasa b quinasa i-
nactiva. £1 resultado final de esta ocadena de reacoiones es la tray

formaoién de fesforilasa } en a (83).

Paralelamante, el }'«5' AMP actuarfa sodbre 1la
glucdgeno sintetasa quinasa, convirtiendo la gluodgeno sintetasa in
dependiente en dependiente (84, 85).

Tanto le adrenalina come la oontracoién musou «
lar tienen ofeotos glucogenolfiicos, es deoir que mediante el balan
(1] fouforilua/gl\wégono sintetasa se produce la degradacidn neta
del gluodgeno. En forma opueste astdan la insulina y los glucocorti

ooldes,

®) Aooddn de }a ingulige:

Villar-Palasi y Larner, trabajendo con hemidia=
fragmas de ratas, enoontraron qus la insulima aumenta la ocantidad de
gluodgeno sintetasa independiente, produsiendo paralelamente un pe=
quefio aumento de la enzima total, (I + D). Este aumento de la cant}
dad de la forme I parece producirse & partir de la forma D (59). Pa
ralelemente los miamos investigadores han hallado aumentos en loe ni
veles de glucosa~6-fosfate (B86)s Por lo tanto, la accidn de le insu
lina parece radiocar en la gluodgeno sintetasa y no en la fosforila-
sa. Este heoho llama la atenoidn dedo que los mecanismos de regula-
0idn hasta el momento oonocides, astian paralelamente sobre ambos
sistemast la degradmoidn (a nivel de la fosforilasa } quinesa) y le
sfntesis (8 nivel de la glusdgeno sintetasa),

En resumsn, la insulina parece oontrolar la sfp
tesis preferencial del gluodgeno, directamente a partir de la gluog

8a,



~]l% @

11, Aoglgg de_los gluoocorgicoidep:

Su rol, no estd todavia cleramente definido.Se
ha determinade que, aUn en eyunas, producen aumento del glucdgeneo
hepdtioco. Lato es debido a un aumento de la gluconeogénesis, es de
oir de la producoidn de azdcares a partir de sustancias tales como

loe aminodoidos,

Tarnowski y col, (87) indiocan que el aumento ¢}
servado en los niveles de gluedgeno se debe a le acoidn indirect s

de las hexosamonofosfatos ('). Estas actuarfan a dos niveles:
a) mediante la aotiveoidénm de la glusdgenc sintetasa.

B) por un meocanismo de indwoeidn, produsiendo un aumento en
los niveles de enzima,

(*) Stn embargo, Hornbrook y col. (88) atribuyen estos resultados a
la liberacidn de Oluoosa~b~fosfato resultante de la glucogenéli
sis provooada por la isquemia que ocurre inmedistamente despuds
de la muerte del animal,.
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Figura 4
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ANTECEDENTES DEL METABOLISHO ICL GLUCOGLNO EN LEVADUURA

La célula de levadura posee dos hidratos de ooy

bono de reservat el gluodgeno y la trehalosa, I'ste es un disnadride
( &x =D gluocopiranosil - o =D gluoopirandsido) de glucosa. Ambos e-

sdcares se hallan en el oitoolasma,

La trehalosa pareoce existir libre en la ocdlula,
La sfntesis de este disaodrido sce produce mediante la siguiente re-
accidn (89)s

UDPG + G-6-P » UDP + Irehalosa-6-P

Posteriormente el dster rosfdrico es hidroliza-
do mediante una fosfatasa especffica ($0). Lo trehalasa es la enzie

me gque produce su moviligaoidn,

La observaoidn al mioroseopio de odlulas de le=
vadurs tefildas oon yodo sugiere que el gluségeno se halla en el oie
toplasma en solucidn y disperso en iforma de grdnulos (91). Cuando
las oélulas Ce levedure son molidas con perlas de vidrio (92) y se
separan las :redes por oentrifugacidén a 1500 x g, sl gluedgeno se-
dimente recidr < 14000 x g en tormn de finms partfoulag. Fo eobstane-
te, se desoonoce la proporaidén del gluodgeno total qus se halle en
forma partioculadi.

In 1938 Cori y col, demostraron, usando extrao=
tos dializados de levadura, Que la degredacién del gluodgenc ee prg
duofc vie fosfordlicis. No obstante la encimn adn no he sido purifi
cada y se deseoncoen sus propiedades (por ejemplos existencia & doa
formas de la misma (93)).

En extraotos de lewvadurz, Gunja y ool, (94), en

contraron une enzima a le que denominaron isoardlasa o enzima deras



aifioante,

Por lo tanto le degradacién del zluodgeno se
lleva a cabo por le accién conjunte de estas doe enzimes: fosfori

lasa e isomilaesa,

En cuanto a la s{ntesis del gluodgenc, Algra-
neti y Cabib (50) eislaron y purifioaron la enzima responsable.Eg
ta e3 similar a las de hfgado y misculo perc sus propiedades cind

ticas eon diferentes y no utilize oomo"primer"oligosacéridoes,

Como ya hemos visto, esta enzima es activeda
por el gluocee-6-roasfato. Este eleoto es relativamente pequeirio &

pH fis40l8zicoa (pH ), aunque es mds notable e pH elevedos,

Dado qQue ol glucosa=b=iosfato se halla en el
camino metabdlice de la sintesis del glucédgeno y es un activador
de le misma nos hallamos ante un fenémeno de "activeoidén por pre-
oursor”, Este heoho ha llamado la atenocidn debido a lm probdable ig
portancis del mismo "in vivo",

Loe estudios efectuados sobre les oarcoterfs-
tioas de la aotiveeidn por glucosa=6-fosfato y el rol de este fe—
némenc en la regulecidén de le glucdgeno sintetasa de levadura se=~
rdn relatados y disecutidos a continuaoidén.

urp PP
i
G-/-P UOPG
| -4
’/
G/ucosa—s G-G-P-~ "~ Glucdgeno

Figura 5 . Metabolismo de/ Glucogeno en Levadura
---| &+ aotivecidn por 0=6-P,



IL, PARTE EXPERIMENTAL

») Matorisles 7 nétoige

Reaotivos

El AMP, ADP, ATP, WMP, UDP, UTP, GMP, GDP, OTP,
el G-6-P y glucdgeno fueron obtenidoes de Sigma Chemical Company(UR)

El UTP fue purificado por oromatografia en eta~
nol - acetato de amonio 1 ¥ (7,511) (95) pare literarle de posibles
impurezas de UDP,

El UDPG fue una donascidn de Boehringer & Soehne
(Alemania).

El UDP=gluocesa 014 fue sintetisado de acuerdo &
Roseman y ool. (96) a partir de glusosa cuol-foafato u obtenid &s

International Chemieal and Ruslear Corporation (USA),

El dcido corfsmico, el doido }=deoxi-Dwarabine
heptulesénioco=T=fosfato y el enolpiruvilshikimateo-S5-fosfate fusron
obsequindos por logs Dres. D. Sprinason y J.A. DeMoss.

Las demfs drogas usedas fusron de origen varioy
se utilizayron sin purificeeidn previa.

Epaipe
La glusdgeno sintetasa de levadura fus purifiss
da segin Algranati y Cabib (50) con algunas modificasiones.
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Burjficecidn e o Epeige (50)

-
! Tagtor de Reocupera-
Fraoceidn ' purifioa- oidn %
Lcién
)
Extraodo orudo dialisado i 1 100
Sulfa%o 1e¢ amoznio (preci-~
z1tsdo) 90
rroduste absorbvido a ami=
loaa | 56 : k)
Primer elufde - 482 15
Segundo elufdo ' 182 ‘ 5
: i |

Se ereotuaron las sigulentes modificaciones a
la preparaoidén originals

-El tratamiento oon sulfato de amonio ze hizo

en presenocia de mesroaptoetanel 10-2 M,

~La diflisis del precipitado del sulfato de &
-y

monio ce realizd en presensia de merocaptoetanol 9 x 10 °M,

=Se eliminaron loe lavados con sulfato de amg
nio al 25% de saturacién de le enzims absorbidz a la amilosa Te <«
trogredada,

Ignsayo de 12 enzima

La mezola de inoubacidn contisnes buffer glie-
oilglioina 0,1 M de pH 7,5, UDP = glucosa C14 0,4 oM (uniformemag
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te marcada en la glucosa de actividad espeoffiesa 375.000 opmép,molb
glucégeno 3% y ensima en wn volumen total de 0,050 ml.

Despuds de inmoubar durante 1% min. a 30°C,se a~
gregaron 0,25 ml de hidréxsido de potasio al 33% y los tubos fueren
mantenidos durante 10 min. en dalio e agus hirviente. Posteriormen-
te se agregd 0,25 ml de agua y se preaipité el gluedgeno con 0,7 ml
de etanol 96%. Después de una segunda precipitavidn se redisolvidéd
gluségeno en agua pare transferirlo a planchetas de ascero inoxida =
ble o vidrio, Las muestras asf preparadas fusron medidas en un oone
tador de flujo gaseoso.

Para asegurar la susenoia de actividad amilolfe~
tica se inoubé glunégeno - 014 oon la enzima en las oondicicnes del
ensayo pero omitiemde el egregado de UDP=glucosa. Esta prueba f\w by
oha en ausencle y en presencia de 0,1 M ClK, dado que el ién eloru=
ro es un activador de la amilasa, De estos tubos we reaisld el glu-
o8geno y se determind le radisotivided remanente como se 4indiod en
el pdrrafo anterior. Se encontrd que no hubo pérdida de radimotivi-
dad.
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b) Eeewltadge

1= d idoreg de la e vorsién
Zoafote.

Al estudiar las oarasoterfsticas de la aotiva=
e0idn por glucosa=f-fosfato llamza la atenoidn el heoho de que 4i =~
oho efeoto sea relativamente pequefio, lo oual hace dudar de su im
portancia "in viwe",

Al determinar algunos aspectos oindticos d» eg
te efecto se encontrd, accidentalmente, que sl cloruro era inhibji
torio y que dioha inhibioidn ere contrarrestada por la preseneia
de glucosa~b-fosfato.

Como se ve en la Tabla I, esta propiedad es osp

partida por una seris de sustanaeles.

Se puede observer que el efeato inhibitorio s
obtiene a concentraciones relativamente elevadas (0,1 - 0,2 M) ¥
por lo tanto no figioldgicas. No obstante se descarte un ofecte
de tipo iénico dado que compuestos como el suooinato, fluoruro,ma

lato, P hidroxibutirato y acetato no son inhiditorios,

Dado que las sustancias probadas fueron wse -
das oomo sales de poteslo se deduse que la inhibioidn es debida al
anidn y es independiente de la presencia del catidnj por ejemplo
en un determinado experimento el cloruro de potesio 0,2 M inhibid
76,5%. Al reemplazar el potasio por sodio la inhibicién fue & 90R%

Por otra parte, se pusde observar que existe
una cierte especifioidad pars la inkidiecidn, dado que andlogos eg
trwoturales como el maleeto y fumarato o piruvato y laotato no se

ocomporten de la misme forme.



TABLA I « Dfecto inhiditorio de diferentes cnianes y su rever—
sidn por glucaosa~6-fosfate (')

Addodones & la Canoen=~ Aatividad Factor da

mesola de reaosidn | traoidn | QbeP | & Ombe? io;i;u;t‘u
2 \ + O=6-P

Finguna - 100 m 1,Nn
Cloruro 0,2 40 160 2
Bromure 0,1 55 162 2495
Loduro 0,1 '8 ) 78 6
Fluoruro 0,2 111 209 1,89
Eitrato Ol 34 142 3,2
Sulfate 0,1 36 240 3,9
Fosfato 042 35 140 4
Piruvato 0,2 68 170 2,7
Laotato 0,2 114 166 1,46
Aoetato 0,2 128 210 1,68
Oxalato 0,2 15 163 10,8

ato 0,2 96 160 1,67
ﬁm&to 0,2 55 148 247
Suooinato 0,2 100 148 1,48
Maleato 0,2 19 170 Ty9
Fumarate 0,2 70 185 2,65
Ozalaostaso 0,2 kY 162 4,4
Glioolate 0,2 87 176 2,05
f2 nidrozibutirete 0,2 100 160 1,6
ure §210™ 32 7 2,28

(') ™M gluoosa~6~-fosfato,ousndo se agregs,fue usado a 10 m.los com
yuectos prevados fuszon usados come sulss de potesioc. A 1a acti
vidad en ausencis de gluoova-é~fosfato e inhibidores se le dlo
el wvelor de 100,
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21 efecto inhibitorio de «sias substanoins es
altamente ocontrarrestado por 8l zluoosa~O=fosfato & concentraoidn
10 =, Esto determina que, parae algunos inhibidores, se obtenge wm
factor de aotivacién (aetividad en presencia de zlucosa-~6-fosfa

actl ad enh ausencia de glucosa.
sumazsnte alto (por ejemplos oxclato, malezto).

Lr. 20010n revertidora ‘el I)ucosa=b-foafaio as
sorLartida nor el slucosamine=6~{osfcto, oonooidn yo vomo activa=

aor de la anzima (50) (Tabla II).

TABLA II - Iteoto de la reactivesidn

T-otor e -ativucidr
Aeactivadoy o
- 217 5, . +«ClKk 2,3 M
0=6-2, 10 mil 1,4 g 35
0N =6=P, 10 ml 1,4 é 3,4
[

2 - Reversitilided de la inhidioidn

Ante la posibilided de que el efecto delos in
hibidores radicase en unz inaotiveoidn de le enzima se efectud el

siguiente expsrimento, usando ClK como inhibidor,

Xediante el uso de una oconcentracicn sufiolen
temente alte de cloruro (0,4 M) se logré una irhibioidn casi to-
tal de 1o enzima (Tabla III). Se juede observar que mediante una
dilueién y el agregeda de glucosa=6-iosfato se restavlece la aotl
vidad-al valor original, lo que indica que la inhibleidn ec revey
sible,
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TABLA III-Reversibilided ds la inhibicién por elomuo(")
Adioionas & le mez- Adicionses a la
ocla de preinocudbamidén mezola de ensa Aotividad
Yo.
- - 100
- Gub~F, 10 ol 175
ClXK, 0,4 ¥ C1E, 0,4 M g
ClK, 0,4 ¥ G=6-2, 10 mi (') 150

(") Le mezcla de preinsubasiém contenfms buffer glioilgliecina 0,1 i,
PE 7,5 y enzima, Donde se indica se adioiond 01K, Despuds de 15
minutos a JO°C, se agregd una alfowota de oada tudo a la mezola
de ensayo. las concentracionee Tinales fueront glioilglioins
0,1 ¥, pH 7,3, UDP=glucosa C14 0,4 mf (375,000 opm/mmol) ¥ sly
oégeno 3%. Se afiadid C1K y gluoosa~-6-foafato donde se indioam. A
la actividad en 2usensla de gluoosa-G=fosfato y ClK se le dioa
valor de 100, No se encontré perdida de la aotividad despuds de
la preincubceidn.

(*) Queda C1X de la mezcla de inoubasidnj por lo tanto, su coneen -
tracién final en la mezcla de ensayo fue 0,12 M,

3 ~ Cinéyica de Y= inhibicidp Dor inignes v de la reverpién por glu=

agsa=6-foafato.

<8) Cinétice er iuncidn de la oopcentyacidn de UDP-glucosat

En los estudios cigulentes se eligid 21 ocloruro

oomo inhibidor modelo,

En le Fig. 1 se puede observar que el oloruro prg
sente una oinética de inhibieddn de tipo parcialmente competitivo hae
oia el UDP=glucosa,
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f32s 1t Tfeoto de la concentracién del UDP=gluoosa sobre la veloei-
dad de reacoceién, en ausencie y en presencias de ClX. Conds ~
oiones de engayo indiocadas en "mftodes".

No obstante se han obtenido casos de tipe compg
titivo (Fig, 2), la eindtios es de t1,0 hiperbdlico Y los grdfieos

¢ inverses son reotilfnecs,

El agregado de glﬁooea—6-tostato vuelve los va=
.ores de Vmax 7 Km, cambiados por el ClX, a los valeres originales.
or lo tanto, se obtiene une reversién casi total de la 4inhidi-
oidr (Fig. 2),
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19 Qo

1/v (min /m/‘molc: )
H

-
1/UDPG (mM)

Fizs 23 Reversidn del efecto del ClK por glucosa=6-fosfato. Condd~
ciones de ensayo como en la Fig. l.

Pl efeoto del 4ién o{oruro fue cormparado con el
efeoto inhiditoric del UDP, anflego estruotural del UDPeglucosc.la
inhibicidn, en este oaso, es de #4ipo competitivo puro (Fig. 3). lLa
K4 para el UDP es de 0,2 mll, en ausenoisa de gluoosc=6-fostatos in
este caso, el efecto revertidor del glusosa=b6-fosiato, se halla mdp

tioamente ausente (Ver Tabdbla I).
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1 (rn3?/47pjna/es)

't A Y

2 3 4
1/UDPG (mM)

Figs )t Inhibioidn por UDP. Condiociones de ensayo como en "mfto -
dos".

b) Zfecto del zlusesa—b-fosfade eobre le velegidad

In le Fig, 4 A, se puede observar qus el oow-
portemiento de lz enzima en funcidn de le concentraoidn de gluoco=
sa=6-fosfato es .[ichaeliano (ocurvas de tipo hiperbélioc).

la presenaia de ClX produce un cambio en el
comportamiento ce la enzime, dando lugar a le aparieidén de ourves
sigmoides. Los grdficos de inversa son ourvos (Fig. 4 B).
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G-6-P (mM) 1/G-6-P (mM)
Fig, 41 Efeoto del glucosa-b=fosfato sobre la velocided de reac -

cidn an asusenoie y en presencie de ClK. C ondloiones de en
saeyo oomo er FPig. 1.

o) Efeoto del olorure de poizsio dohre le velocided

Curvas we tipo oigmoide, similares a las odbtg
nides poxc el glucosa~b-fosfelo, pero en sentide inversc, se obtu
vieron purc 1la velocidod en funcidn de la concerntracidn de eloru-
ro a6 notesio. e 1lndliee lz presencis de eleetou cooperativos amm

do el plucosa~G=fosfuto ve halla presente (FMg. 5 A ¥ B).
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v, (m/mges/mir%

S

CIK (M)

PAgs 3¢ Efectc dsl ClK sobre la velocidad de reacoidn en ausenocia y

en presencia de glucosa-b-fosfato. Condiciones de ensayo eg
no en Mg, 1. vy v, Indican 1o welocddad iricial sin y oon clorure
respeotivamente,

Como hemos visto en le Tabla I, el maleato ap=
tda en forma similar al olorur¢. En la Fige. 6 se puede observar que
la oindtioa en funoidn de la conoentreaidén del mismo presenta oarag

terfsticas similares al oasc del oloruro.
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£

s

2 Fig, 63 Efecto del malea

S to sobre la velg

§\' oldad de reaccién en pre

g senois y en ausencias de

N glucosa=6-fosfato, Condy
Ok oiones de ensayo ocomo en

la Pieo 1.

0.f 02 03
Maleato (M)

Para los items a), b) y ¢) se muestran les grd
rioos de Hil1l (97). Fig. 1).

-2
>E

S
2

1

O

Pig, 7+ Ordficos de Hill para les detos de las Fige. 1, 3 y 4.
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La ecuaoidn de Hill estd dada por la sigulamte

expresidén:

v

log = nlog (S) = leg K

Vevw
dondes v velooidad de reaceién
velooidad méxima 4o recceidn
oancentracién del ligendo ouyo efeato se va a estudiar

constante

8 X 0 <«

ndmero de sitios a los que el ligando puede unirse

El factor n para el gluoosa~6-fosfato varfa eg
tre 0,4 y 2,28, aumentando al inorementarse la ooncentraoién & ClK,
Valoros‘ entre 1,3 ¥y 3,1 se obtuvieron para el ClK a concentraciones
orecientes de glucosa=-fosfeto (Figs. 7 By C)., Fn cambio,se pus=
- de observar que la pendiente se mantienc constante,aunque se inerg
menten las ooncentraciomes de ClK, ocuandc lo varicble es la corcen

trooién de UDP-glucosa (Fige 7 A).

4 ~ Desensidilizagidn de la ensima @ los inhibidores

5
n el traotamdento &6 low tsucs precedentes he-

mos visto ques

a)lo hay relasidn entre la efeotividad del inhibider y aw &g
mejanze estructural can el UlP-glucosa.
- b)le inhibioién del C1K es sontrarrestada por el glucosu~f =
fosfate.Esto no sucede en el oaso del UDP,que es un inhididor some
petitivo de la ensima.

0)Estudios de oindtica en funcidn de la ooncentracidn de glu
coce=6=tosfoto en presenoia de ClK,y viceverse, dan luganr a la aps
‘ .ri‘oidn de ourvas sigmoides.
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las consideraciones anteriores indioan que lein
hibioidn por substancias podrfe ser de tipo alostérico (96).Este hc
oho implica Que lz inieraccoidn enire lu protefnc ensimdtics y el in
bibidor we produce on un sitio diferento del sitio catzalfitico,tenigm
do eomo resultado unc inhibioidn 4¢ lu activided enaimdtioe,

Paya refirmar estr hipdtesnis 3¢ usaron métodos
de desensibilivasidn (98; o see, tratamientes de la jrotcinz gue Us
van a la destruceidn del sitio del inhibidor mrienidiidese intaoto

el 91ti0 ontalftiao.

En la Tabla IV se presentan loe resultedos odtg
nidos por tratamiento de la ensima con sales merocuricles,p-mercurie

beneoato y nitrato de plata,

TARL? IV - Tpatamiento de la entima oon agentes merourinles ¥y
nitrato de plata-(")

Conaentra Concentra Inh1%.% por Perd}
oidn de ?reingubacién | oidén ClK 3% 4 da ag
UDPQ 5¢ en ansayo jnntes des;ude | sivi-

i 3 trat. srat, | dade

0,4 g sx10” 7 ¥ 0,2 52 3 53

4,1 Be' 521077k | 0,4 172 % a9

4,7 Fohes 5;10'6 M 042 72 (") 100

4,7 ag*10™ u 0,2 172 (Y  |100

(") Lo rreinoubacidér se hize en ;regencic
centracidy indicads en 1t

Tatla.

de UlPaglucoss a li oon-

(') o se pude celouwlar puec nay pérdids totel ¢c¢ lu astivided.

£l uso del nitrato de merourio resuld4d inope =

rante. El trntamiento d¢ la enzime oon p-merouri-bsnzoato ¢ altra-
$o de plat: Imws auna pérdide tosal de lz wzotividad catalftfca.



Finalmente, se pudo consegulr la desensibilisa
oidn de le encima mediante el tratamiento san dinitrofluorbencenc
(99,100), El tratamiento se llevd a 6abo en le obsowridad, a tem-
peratura ambiente y oon agitaoién ocontinua.

La Teble V¥V rmmwestra los resultados de le desen-
8ibilizaoién a dissintos pH.

TARLA V « Efeoto del pE en la dinitrofenilocida (%)
Pérdtda Inhir, por C1X 0,2 M
o de actividad £
% Antes Despuds
SrFD DNFB
9,05 53 39 o (")
8,3 36 32 6
8,05 25 a o (*)
Tsd 10 36 43

(") La mezala de dinitrofenileoidn oontenfa buffer 20 mi,UDP=glusg
sa 12,5 md, 2-4 dinitrofluorbencenos 0,5 =¥ y enzima. El ph fi-
nel de las distintas mesclas se obdtuvo como sigues
a) pi 9,05 oon buffer COZ/CO.H” ds pR 9,%

b) pH 8,3 oor duffer Trid=guBoinato de pE 8,85
o) pH 8,05 oon btuffer Tris-susoinato de pH 8,47
4) pH 7,% oon Tris-maleato de pH 7,5

Degpuwée de agitar durante 1% =min, a temperaturc ambiente y en la og
curidad, la mesola se enfrié en hiele, De ellas se tomaron alfouo -
tas que se agregaron & una mezcla de incubaoidn standard., Le ocompQ
cicidn Tinedl 4s £33tz fuer duffer gliotlsliedin= 0,1 M de pH 7,5,UDP=
glucoge C14 5 oM (actividad espeoffioca 50,000 opm/).. ml) y 3% degly
odgeno sn un volumen final de 0,1 ml,

(*) Se obtuvo astiveeidén por ClK.

.



-38 -

Del experimento anterior se deduse que el pH
8,05 es el mds apropindo para la desensibilizeoiédn total con una
pérdida mfnima de la cotividad., A pH superiores se pierde moha
aotividad mientras que & pH inferiores no hay desensibilizacidne

100

%

50

ACTIVIDAD

tiempo (min)

Fig, 83 Curva de tiempo ds la dinitrofenilaocidn en presencia y en
ausencia de UDP=glucosa.

La mezole de dinitrofenilacidn contenint dburfer Trise-suoccinato -
25 mM & pR 8,%, UDP-glucose 12,9 mii, Z,4 dinStrofluorbencenc L,5mi
y enzimn, El pH final de la mezola fue 8, Despudes de agitar durapg
te los tiempos indicados, en obasourided y a temperatura aszibiente,
gse enfrié y se tomaron alfauotas que 96 agregaron & la mazole de
inoubaoidn. La ocomposioidn final do la misme fus: buffer glicil =
glioina 0,1 ¥ de pH 7,5, UDP=glucesa C14 § m (nctivided especffy
ca 50000 opn/,u. mol) y 3% do glusdgeno en un volumen final de Qlri.
Donde se indica se omitid 12 presencia de UDPeglucosa, la aotivie
dad fue meiide en ausraola ( ) 7 ex rresencia (—---) ae
CI¥ 6,25 M.
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La Fig, 8 musstra que la aotividaed desoliends 59
oo durente la dinitrofenilasidn., Peralelamente, la aotividad medida
en rresencia del inhibidor aumenta de tal forme que a les 15 min.la
enzima ha perdido au sensibilidad a la inhidicidn. Si se continda
el tratamiento, el alorure llega a produoir aotiveeidén de le enzi =~
ma.,

Por otra parte, @i el tratamiento se hace en ay
sencia de Uvreglucosa no 8élo se pilerde totalmente la aodividad (da
do que el UDP=gluoose no se halle presante para proiveger sl eitio op

telftioo), sino que no hay desensibilizacidn de la encima.

En la Fig. 9 86 observan pesultados de desensi-
bilizaeidn simileres pero en funoidén de la ooncentracidn de dinitzrp

flworbenceio

100

%

50¢,

ACTIVIDAD

ONFB (mM)

Figs 9t £leoto de la oconcentraoidn ds dinitrofliworbencenc sodbre la
desensibilizeoidne Condiciones de emsayoc oomo en la Iig. 8,
slendo ¢l tiempo de nreineubacidn de 15 miy.
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La ooncentruaidm de dinitrofluorbenseno,parc la
:ltenoién de una descnsibilisncidn Sptima, warfa entre 0,5 v 1,5 mM

dependiendo de la prep:recidn,

La enzine se demensibiliza tanido respeato del olp
ruro como del maleato ( Table VI ), No obstente, la inhihioctdn a dos

niveles diferentes de ULP no varfa despude de le dinitrofenilacién.

TARLA VI ~ Inkibioidn de la enzime dinitrofenilada (")

Conoua= Inhidieidn %
Inhibidor sraoién
o Enz dme. Ensiwe
nativa  |dinitrofen,
C1K 200 43 () 0
Maleaso 200 43 (1) 2
UTY 0,9 39 37
UDP 2 67 69

(") Coniiciones oomo en la fiz. 8,76ro tlompo de dimitrofenileoldn
de 15 lnie

(*) Lo inhibiotén es menor que en la Table I dedido & la meyor oon
sentracidn de UDPeglucosa.en el expeximerto.

in los experimsutor anteriores la dinitrofenils
cidn eors detenida por el agregada de buffer gllollglicina.ls inoudby
04dn ss llevada a cabo ain sejarar el dinitrofenildipdptido.Pare em
firmar que lo3 efestos do la dinitrofenilacidn se dedbfan a un caibie
permsnente en la enzima, se und el Dasaje por une ocolumme de Sephow
dey (=2¢%. De ecsta formn se z2enerc lz susima die los eomponentes dals
moezolas o liiitrefenilacidn, Dste tratamiento no varfa los results~

dos de los experimsntos anteriores( Tadla VII,primera lfnea ).



!

Se hen probado los efeotos de le presencia de dis

tintos metabolitos durante la dinitrofenilacidn ( Tsble VII ),

(")

TABLA VII « Lfeoto de diferentes ediciones a la mezela de
dinitrofenilacidén (")
Aotividad |5 de inhibieidn por
recuperaic ClK 0,2 M
Exp Adioiones despuds de
DITE antes de [despuds de|
% DNTB DFFB
- 53 45 0
1 GebeP, T mM 35 44 0
C1K, 0,3 md 7 45 0
- 27 52 0
2 Iialeato, 0,25 I 5 52 -
UDP, 10 m! (*) 36 52 15

La dinitrofenilacidén se 1levé = cibo coro en lo fig. SeUn milili
tro de la mezcla de dinitrofenilaciér se pasé 2 truvés de une co
lurma de Sephedex G=25 ( 1l,4x 7 cm ) equilibrada con 0,025 i de
buffer Trisesuoceineto de pH 3,5 las alfcuotas del efluente se u
saron pars determinar la astividad enzimftica como se desizibom
"métodos". In ecte oaso le concentracidn de UDP=-glucosa C~* fue

4m! (aotivided espvecffioa 62,000 cpm//uml )

In este caso no se cgregd UlP=glucosa a la mezcla de dinitrcfeni
1&016110

Se puede observar que la »resencia de UDPaglucoe

se no varfe los resultados.Por otrc parte, las tentatives de prote -

ger @1 sitio del inhibidor cor C1lK o maleato produjeron ure pérdida

occsl fot:l de la aoctividad,rl UD: puede reemplegar al Udr=glucosa o9

mo proteotor del sitio zotivo,
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%= sropiedcdes de lao ensime desensibilicada

In la fige 10 =e puede observer que le encima
deseqsibilizada es activable por el glucosa=t-fosfoto.No ebstante
la dependenciz de diohc activesidn oon el pll ha verizdogya no se
observa la cafda de activided que exictfa 2 pll alcalino en ausen=
ciz del éster fosférico.

100}
\—, +G-G-P
Q
E
\s 75}
£
5
© X
s 39 1-6-6-P
‘-
Q
(o]
S 25t
NS
G 7 ] 9
pH

Figs 101Curve de pll de le enzima nativ: (0 ,®) y de la enzima 41
nitrofenilada (A, A) ,

La enzima se trctd oon dinitroiluorbencenc y so 88 por w.: odum

na de Seplrdex Ge5 oomo se¢ deseritid en li Tabla VIIeL 1l € ¥y §5

se usé buffer sucoin:to~caeedilcto (0,1 I de 6adn uno)e 4 i mds

clonlinos or usé buffer pgliocil licin: 0,1 H.Otrus gondiclerc: oco-

no er. "iftodos",

-

Cembior zirtiures o 1 o.rv:. de il por efeo-—



to ue le dinitrofenilucidén hen sido enconir:idos pera la fructosael,6

«difostetassz (97).

snarante los trubnjo:r con diterentes srext. eio -
nes de enzime se dié el oezso de une desensibilizagién cocidental a1
nontener 1o preperacidn durante 2C dfos en la heladera, en wvez dc oam
servarle en la form: usuel a =20°C, Ce perdif lo sensibilicec a lady
hibicidn sor el ClX, pero la ourvs de pil en cusencic y er presenod:

de gluoosa=6=fosfato se mantuvo noriil,

6 « Sfectc de los astivedores

Se llevd a oabo un estudio cinético del efecte
rctivedor del glucosa—6=foofetos ©n 1a fige 11 se observa que el £s-
ter fosférioco aumenta lr welooidad mfrinc, pero no tiene influsneia

sobre l. oonstante de Niokeeli:,

pH 75 pH 82
°
E af
X
E
2
E
\> 2

\0 o

o

2 4 -9 2 4 _
1/UDPG (mM) 1/ 00PG tnM)
Fige 11: Ffeeto del glucosa=f=fonr~to gobre la cinticc de rexceidn
© dos D ciferentess.n cmboc coses se usé glicilglicin: eo
1o buffer.Condiciones de ensayo indicedus en "udtodos",




-4l -

ste comportamiento se mantiene & otros pH(ver
fige 11) y oontrcsta oon el marcado efeoto gue tiene el glucosa=te
focfato,al inorementar le afinidad del UDPegluecsa por la gluedge-
no sintetasa de misoulo (101).

Dedo que a pll 7,5 la activacidn por el dsterfes
férico no es muy grande ( 1,9 veces), se estudid la= ginétice de la
recccidn en funcién de la oconcentracidn de glucosaeb=fosfato com e
aotivedor o pIl Cy4e Fn esta zone de pH el factor de activeoién al
c:onze vrlores que oscilen entre 3,5 y 4. En la fige 12 4 se puede
observar que el prdfico de Lineweever—- Burk es ourvo. Del grdfieo
de la eocuz0idn de Eill se obtuvo para n el velor de 1,5.

A 8

oles)
S

/o v
4 V v

v (min_/m
»

p

8

/GGP (me

Tige 10:fecto del slucosaebefozfato sobre lz oinética de reascidn
& pH 8,4+ Condiciones de ensayo como en la fice 1l

Estes resultados estdn de aouerdo eon las evie

wenciss presentadas por Algranati y Cabid ( 50).
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En la Table IX puede observarse el efecto aotie-

vador de une serie de substanoiass a concentracién 10 mlfe

TAZLs: IX « Tfeoto del oloruro ern vresencia de diferentes 1
activedores (")
Concen- Actividad
3B Aetivedor | tracién finhibioién
mh « C1X | C1K 0,2 -

7,5 [Elinguno - 100 48 5C
ST 10 157 156 0
Gl 12 12 47 61
TrebolosaeP 10 140 19 44
la6e3=P=glicériq 10 158 g 54
Sulfrto 10 147 89 42
ros fato 10 129 63 51

9,1 [kinguno - 10¢ 20 80
Geb=P 1c 510 350 1

. J=P-glicéded 10 178 - -
(") Condicioriec de ensayo descriptas en "métodos", excepto que la

gliocilglicina fue usede a «os pH diferentes. Se dif el vmlor
de 100 a la aotividod medido er acusencia de activedor y de CLK
La actividad a pH 9,1 fue un 35 % de la aotividad a pH 7,5

Otros cotivedores no inclufdos en la Table sam

los dcidos 2=fosfogliocérico y 2,3=difosfoglicédrico.

Se puede observar gque el fosfato y el sulfato,
inhibidores a concenlraciones altas, son activedores a ooncentra-

0idn 10 md, (ocomparar con Tabla I ).
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El efecto de eotiveoidn no es aditive dedo gue
cuando el glucosa=b-fosfate & oconcentracidn 10 r aetivebae un 77 &
y ol doido 3-fosfogliocérico a concentrzoién 10mi activab- un 81 %
una mexcla de ambos s8lo alcanzd a activar un 100 < Tsto indioca -
Que se llega & un proceso de saturecién y que probzblemsnte amt os
ésteres fosféricos aotdan mediante un meocanismo similar, No obsten
te, & pH 9,1 donde hay un aumento oonsiderable de la aotivaciénpor
gluoosa=6-fosfato ( 50 ) , el doido 3=fosfogliodrico es un activee

dor relativamente pobdre,

De la Tabla IX se puede concluir que eélo el
glucosa=b=for:fato ( y o1 glusosaminuef-fosfito, Tabla II ) es oa=
paz de contrarrestar eficientemente el efecto del cloruro de potaw
sio. De £11f se dedusce que existe una muy zlta especifioidad pere

le reversidn.

7 = Tentetives de desensibilizacidn del sitio del glucosz = 6=
foafato

Para poseer un meyor conocimiento de lo estrw
tura de la enzima y del mecenismo activador del glucosa~f=fosfato
se tratd de dezernsibiliger la erzime a la activacidén por el ést @@

fosférico,.

Para ello se trctd a la enzgime oon distint as

gconeentraciories de uret,

En 1. Tabla X se puede observar que los resul

tados fueron negativose
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T4BLA X = Accidr de la urea subre la aotivacidn por el glueo-
cu=feto:fato (")
Preinoubzeidén ‘aotor de Pérdida de
eotivacisn activided(*)
Conoentrac én Soncentr:.cién por %
UorG B urea o C=6=P
- - 1.54 0
- 0,2 5,7 82
0,4 - 1,58 0
0,4 0,1 1,33 4
0,4 0,2 1,42 72

(") La preinoubacidn se llevs w oabo durantc 15 min a 30°C en pre=
sencia de buffer glicili;lioina 0,1 Li de 2H 7,5 y de 3 mg de glu
c8geno en un volumen finzl de C,0€ ml. Se determind actividad
gomo se indio: en "nétodos",

(*) Celouluda respecto 21 encayo preincubado en ausencia de urece

Se efestud otra tentativa usando substancias e
estructura similar al gluocosa=~f-fosfato pero que, ccreciendo de ao-
0ién ectivrdore, impidieran la a00idn cdel mismo: por ejemplo fosfo=
8luconato, glucosa=l=-fosfrto, sorbitol-fosfato. En todos los oasos

ol slucosc=b6=fosfato continué activandoe.

8 = Curve de PE de la gluc8geno sintetasa

Les determinaciones wnteriores de lz curve de pH

( 50) fueron efectuadas usundo como butfer Tris-mclestosin la Tabla I
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- sonsidercao el -H tisioldoico de 1 levedurs { 10, 1C3 Yo

L~ torm: de l.. curve de »d en presencia de glu-
cosu—~C~osfato 1no he variado. '5te hecho erz de espercr dado que lo

irhivicidr:. por raleato es oontrarrecstada por el &ster fos{dricoe.

9 = i "feoto del pE sobre la inhibicidén de lz encime

Log evidencies precentadas en el pdrrafo rrierer

fueron confirmsdos pare ure serie de innibidores( Talle XI .

?ABLA XI -« *fecto de inkibidores a diferentes pi (")
PE 7,5 PH 549
Inhividor ;‘f& ictividad  [Faotor| Activid=d [uotor
v de acHl de acti
M= b Gwba>|+ Ge6=T |vucidn fo 0—6=7 |+ C=C-Fvaaidn
Fin uro - 100 173 1,72 100 145 1,45
ClK 200 40 16C 440 4¢ 12¢€ 2,75
Meleato 60 - - - 4€ - -
100 5C - - 12,5 - -
Citrzto 60 - - - 23 - -
170 87 - - 55| 83 |15
“osfoeenrol irmmte 10 86 - - 55 14€ 2465
2C - - - 26 76 )
30 - - - 1 73 | 6,6
Corisnmnto 10 - - - 5C 10 246
3~de cxi=D=:raldnd
rentwlosrdrico7=1 10 - - - ¢4 173 2,7
roluiruvileshi-
inatomfe? 10 - - - 5 165 | 2,2

") Se midid 1u activided como en "métodos" pero 2 pH 5,% se usd bu-
Jfer cuccinsto-cacodilutol, 1o cetivided medids en cusencia de in
Libiior ;i Ce G=6=P e le did el vnlor de 107 2 cadr I,
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Fxicten verias sustencias que comparten la pro-
pleded del maleato. Fintre ellas cabe dectecar zl fosfoenolpiruvut o
que @3 2C veces mfs efectivo que ol ClK.Andlogos del fosfoenolpiru=
vato oomo el enolpiruvilshikimato=5«P, corismato y 3-deoxi-D=arabi-
no~heptulosénioo-7-? tieren poder imhitorio similaw. Ln cambie, la

inhibioién por C1K no varfa mayormente con el pH ( Teble XI ),

10 = ;1 efeoto del pH y 1: inhibicidén por nuoledtides

En una bisqgueda de inhibidores mfe efioceaces se
determind el eteoto de varios nuoleStidos{ Tabla XII )

TABLA XII = Efeoto de nuoledtidos a diferentes pE (")
bxo |tantbidor ::::;£ PE 7,5 PHE 5,9
Actividad | Faotor Aotividad Faotor
m ¥ de aoti / de ac%ﬁ
b Qué=P ¢ O~6~FP| vaoidn | G=6=P [+ C=6P| vneié
I | Ningano - 100 173 | 1,73| 00 | 145 | 1,45
ATD 2,5 | = - - 28 | 132 | 4,7
5 61 16 | 2,4 10 95| 9,5
ADD 5 38 128 | 3,35 13 90 | 6,9
AP 5 64 142 | 2,2 0 | 125 | 1,8
GTP 5 89 18| 2 14 9 | 6,4
GDF 5 80 133 | 1,72 40 65 | 1,6
G2 5 11 158 2,05 65 125 1,9
M 0,5 32 12 | 2,2 42 59 | 1,4
II| Ninguno - 100 220 | 2,2 100 | 295 | 1,95
UT? 0,5 68 150 | 2,2 s7 | 114 | 2,0
nr 3 18 i 1,9 27 68 | 2,5

("} Condiciones de ensayo como en lz Tabla XI
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Z1 AYD, AZ? y el G2T son los inhitidores rifs e-

flczcesel AP, GMY y GOP son muochko menos inhititoriose 71 glucoses-
é-fosfato mantiene a pE 5,9 su poder revertidor, zlecanzando lo: fag
tores de aotivaoidn vclores de hasta 9 como en el caso del ..7T: 5 ik
La inhibioidr por UDP? no verfs mayormente con el pE y ro es reverti

de por el gluocosa=6-fosfatoe.

™

11 - Cinétioa de lz inhibioidr por ATE

El ocomportamiento presentado por el ATP, ilF
GTP a pH 5,9 presenta caracterfstious simileres 21 estudizdo pare -
los aniones & pE T7,5.

En la fige 14 se puede observar gue el ATT evun

inhibidor competitivo del UDP-glucose,con Ki de 0,62 i,

-~ 12' 4

o

g

& %

2

g

NS 04

R

1-

05 1 _
1/UDPG (mM)

Fige 143 (A) Efeoto de la conoentraoidn de UoP-gluoccsa sobre 1a
velocidad de reacoidn en zusencie y en presencia de

ATP, Condiciones de ens:yo gomo se indican en "métodos" pvero u-
sando buffer suooineto-cacodileto ( 0,1 M en cade uno) a pH 5,9

(B) Gr#fieo de Hill para los datos de (A).
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Z1 grffico de Lineweaver - Durk es rectilfneo,
similer &l obtenido pure el ClXe Del grdfioo de Hill pare este sig
tema ce ha ottenido el valor de n igual a 1 an cusenciz y presensis.

de AT (Ege 14 )

Por el contrario, al estudiar la velocidad de
reacoidn en funoién de la concertrecidn de glucosa=6-rosfato en pe

sencia de ATP,zparecen ourvas sigmoides. (fige 15).

-A

O
Qo

O
(=)

-

o
™

-

v (m/umo/cs/mi'n)

o
AY)

015 020

010
G6oP mM

005

Pige. 19 s Ffecto de la oonocentracidn de glucosa-G-tosfeto sobre le
velocidad de reacoidr en ausencia y en presencia de ATP,
Condiciones de ensayo como en la fige 14,

Se puede observar que 0,2 M .e gluoos&-é-fosﬂt
to aotive 20 veces la inhibicién producida por 4 mM de ATP,
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Paralelamente, las ourvas de welocidad en fun-
cidn de l: concentracidn de «Try 2 distintes oconcentraciones deglu

oocu=€~fosfato, miestran efectos cooperativos (fige 16),

v (m/amo/es/mi'n)

' — A

2 4 6
ATP (mM)

Iige 16: fecto del ATY sobre li velooided de reaceidn en ausencia
y ¢r zrecencir de glucosu=€-~fosfrtoe. Condiciones de ensa-
ye coro ern la fige 1ie

En la figura 17 se rmestren los grédficos de Hill

para los datom re.resentacoc en las figuras 15 y 16.

Le vuede observar que las pendientes alecanz an

velores hacta 2,3
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: Grdticos de Hill pera los datos reosresentados en las

firuras 15 7 16
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l. = :éxdids de 1c sernsibiliced u la iriibicidr por iU

Para obterer w.. pruebs adicioncl de 1l cimilitud
‘e lo¢ recanismos de inhibicidn del +7T7 y del Cl¥ se desensibilizd la
erniy Tijo les condiciores ya cciceidise In este coso 1o dinitroferni

l:cibr s8lo se detuve por diluoidn, dado gue la rezcle ée incubasid n

contenfa suocineto=cacodilcto er vez de gliocilglicine como tuffer.

in la Tabla XIII se puede observer aue huto desen
citilizeeibn «l ALP, aunque no fue tan eficicnte comc en el ozco del
Clile raurclelumente, no sec ottuvo pérdida de sencibilided o lu inhibie

r—e—

ciér cr UTT,

7.5 TIiI- Inhibicibn & pi 5,S de 1 encipe dinitrofeniledz (")
Concentrooidn Inl:ibieidn -
Int.iticor

\ o' “nzime nativa |Trnzing dinitro.

L
Cl.. 2¢CC 48 <
AL 2,5 33 13
unr 2 75 70

(") Lo di:itrofenilacién y el eusayo de la enzima se lleviron = c:ho
cow ex 1lr. Fi-e Ce Fn el erzoyo e usd tu'ter succincto=cacodils
to 0,1 i 5,5.

13 = Meocnismo de aseidn del ATP

Iriednon y Lorner { £1) determinaron que por in-
. ) 2+
cubLeoidl. de i Jlucdeno sintetasa de misculo eon ATP- Mg ge produ
cf:. i nuev forw de 1: onzima, -
Trre ectudior si eso oourrfa con la zluodzeno an

tetes: de levadurs, ce inoubd lu enzime on lac condiciones usuales



a vd 5,9, en iresercia de 1€ il de A7 y en ausemeic de UZl=glucu: .
wurente 15 min o 3C°C, Iste riezelca fue Lasads por uvr: ocolumnc de Se
pkadex G-25 y ege deternind 1: :etividad del eflucrte en distintes -

cordiciones.

In la Tabla XIV gse precentan lac vropiedades de

lc enzim: antes y despuds del tratenientos

TASLA XTIV = Incutccidn de 1: enzima con ATF (")
Aotividad Fagtor de activaci&n(océ?)
Tnzima (=0c>)
- ATP + AR - AP + ADD
Edn trotap 100 ; 14 1,6 6,0
rratada 100 17 2,2 6,4

(", Condiciones de ensayo coro en "=ftodos" pero se usé buffer sugw
einato= cocodilate de pH 5,9 ( 0,1 4 ),

La preinoubacién de le ensgima ocon ATP no bace wi
riar las propiedades de la misma,por ejemplo: inhibioién por ATP, eo
tivaoidn por glucosa-6-fosfato y reversién de la inhibleiédn. Se des-
oarta, por lo tanto, la transformicién de la enzima a una nueva for

M:l e

14 - Sedimentacién de la enzima en presencia de ATP

Dado que los estudios precedentes demostraron am»
el ATP produce cambios en la afinidad del UDPe-glucosa por la enzimay
que esta se hzlla asociada al glucégeno, se decidid estudiar el efeg

<o del ATP sobre las propiedades de sedimentacién de la enzimn.



La enzima purificedas con 1ln cu:l se ho trabaje
do fue obtenida por elueidn con glucédieno de amilose retro radada,
es decir que tiere gran oantidad de dJdicho .olisacdrido ( 50).?orqi

ta rozdén se deoidid mantener su corcentracidn saturante y concstrne

Por centrifugrcién a 100,000 x g durente tres
hores, se ha determinado que la enzim: sedimenta junto con el glu

odzeno,manteniéndose adsorbi & el mismo ( Tabla XV ).

TABLL XV = Centrifu;ceidn de lz enzima a 100,000 x g ().
Aetividad Yeotor de
Preparcoién cobiveid
- Gulel + GmG=D T
Engima 100 126 1,26
Sobrenadante de 100,300xg 0 0 -
Sedimento de 1004000 x g 360 560 1,56

(") A 1la actividad de la preparacidn origincl ( enzima purificada
segdn (50) ) en ausencia de glucosa-6-fosfato se le dio el va
lor de 10C, Las =¢tividades del sobrenadante y del sedimento
de 100,0C0 x g fueron medidas en voldmenes equivalentes 2l de
la enzima originul, le aotividad fue determinadas sez®: se in-
dica en "métodos",pero uscndo buffer succineto—cacodilato 0,1
I de pH 5,9.

Esta téonioz fue utilizadz , no sélo como mé-
todo de corcentracién de la enzimn sino también para averisuar si
la 2dicidr de ATP producfa algun cambio en la afinidad de la enzi
me por el ;lucd eno. Para tal fin, la enzim~ fue centrifurada en

~ranencia de ATPe Se encontrd que la enzima se hallabe en el sedi



mento y que el sobrenadante carecfz de actividad enzimftics, medida

en precenoia de glucosa—6=fosfratos.

15 - Ifeoto de los iones mamesio

Los experimentos haste ahora relatados fueron

realizados en ausencia de iones magnesioe

Cuando se probd el efeccto del acetato de magne=-
sie a concentrecién 10 mM aumerté le aotividad de lz enzimz en un
50 %, ya sea en ausencia o en presencia de glucosa~6-fosfato.Este e
feocto podfa ser debido a dos cazusas:

a) que el magnesio formrse un complejo con el UD?, transformfn-
dolo asf en una substanoia no inhibitoria,
b) que existiese una activacidén "per se " de lo enzimr.

Ambas posibilidades fueron estudiadas,

El UDP a concentracidn 0,5 mM inhibe un 68. 1la
aotividad de la enzime,aotividad medida & UDPeglucosa 0,4 mils La a
dicién de 10 m¥ de magnesio reduce estz inhibicidn al 29 .

Por otra parte se observd activacién de la ensi
ma por magnesio ouando se midid la actividad en condiciones en que

el UDP no inhibfa como producto de lz reaccidn.

La ausencia de magnesio no inwvelida los experi-
mentos recligados con respeoto al ClK dado que este inhibe en lc mig

ma proporaién en ausencia o en presencia de magnesio.

No fue igual el resultado obtenido cuando se mi-
d18 1= inhibiciém por ATP enpresenciz de magnesio.,tn la Tabla XVI se
puede observar que en esas condiciones la inhibiocidn por ATP disminu
Ye, probeblemente debido a la formacidn de un complejo parci~lmemte

¢ no inhibitorio,



TABLA XVI - Efeoto de los iones magnesio sobre la inhibicidn por
ATP e pH %,9 (")

Agregados a la megzolc standard de recocidn

e Fruotosa-l,6-d1P lmd | ATP | G=6-P Aotividad Inhi;ic(:gn
Fosfato inorgdn.20mi | SmM 5 mM

- < - - 100

- - + - 17 83
- - - 116
- + - 58 50
+ - - 103

1 md . . } N .
* - + 155
+ + + 103 33
- - - 116
- + - 88 24
+ - - 80

> * + - 43 46
+ - + 90
+ + + 104

(") Condiociones experimentales oomo en la fige 14.

(') En cada caso , se tom§ como referencia el wulor obtenido com la
misma mezcla de reacoidn pero en ausencia de ATP,

En el oltoplasma de la levadura existen varios

metabolitos que pueden formar sales poco disociadas eon el magnesdip,

Por lo tanto en la tabla precedente ( Tabla XVI ) se ha determinade



2
la influencia de la presencia de los mismos sobre el par ATP-Mg + y
su inhibicién en la gluodgeno sintetesa.Para el caso se ha usado frus
tosa~l,6~difosfato y fosfato., Este Wltimo fue probado a concentraoidh

no inhibitoria y ambos a conocentrzoionee fisioldésicas,

Se puede observar que la presencia de fosfato y
fructosa=l,6=difosfato en la mezcla de reaccién restituye el poder
inhibitorio del AT?, cuando existe magnesio en el medio, Esta inhi-
bicién es revertide por el glucosa=6=fosfatoe

16 = Reproduoibilidad de los resultados

Debe mencionarse que ,dentro de una misma preva
racién, los resultedos fueron reproducibles, No obstente, al variar
de preparaciones,cambian loc velores cuantitativos de la inhibieidn
por ClK o ATP,de la reversién y de la aotivacién por glucosaebefos-

fatogel esquems cunlitative se mantuvo,

Esto es de esperar dado que se trata de una en~

zima alostérioca.

Este ocomportamiento es general,Cabe recordar que
las propiedades de las enzimas alostéricas radican en cambios en la
estructura terciaria y ouaternaria de la protefna,cambios que en al

gunas oocasiones pueden sexr producidos por el simple manipuleo.
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I1X. DISCUSIOU

1 = CONSIJERACIONFS CIMETICAS

I'n los experimentos realizados, la concentra =
oidén de gluodgene se ha mantenido constante. Estudios de la cinéti
ca de la enzima respecto de la oeoncentracidn de gluodgeno no han
sido resld:ados pues le preparaoidn utilirada contiene cantidades
casi saturanieec del miemo.(50). Por lo tanto, se asume que las ao-
tividades engimdticzs medidas sonm un reflejo de las variaciones ea

el sitio del UDPwglucosa solamente.

a) So la oidn

Aunque la 4inhibicidn por aniones es de tipo com
petitivc (Fig. 1, 2), las evidenoias cresaentadas indican que el in
hididor y el UDP~zlucosc posean grupos ligentes diferentes sobre la

superfisie de la s&rzima,

Se bka visto que no hay similitud estructurel en

tre el UDr-gluooss y 103 inhibidores.

La inhibioidn es revertida por el gluocosa-6-88
fato mientres que le inhibioidn por UDP, inhibider ocompetitivo (F4
gura 3), se mantiene oonstante en ausencia y en presencia del s -

ter foeférioo (Tabla I).

Mnelmente, el hecho de gue la enzima haya poe
dido ser desemsibilizeda a estos inhibidores, sin pérdida mayor de
ie wotividcd, mienirus que el UDT continta inhibiendo (Tabla VI)es
uns prueta deciesiva de gue nos hellamos ante un fendmeno de tipo a

lostérico. Uns prueba indirectc de qus el sitio oatalitico se ha
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mantenido intecto durante le dinitrofenilacidn estd dada por el
hesho de que a dos ooncentraciones diierentes, la inhibicidn por

UDP no varfa (Tabla VI),

d) So a reversi

Se he determinado que la inhibioién por anio
nes es contrarrestada por el glucosa~6-fosfato y el gluoosamina-—

6-fosfato.

Al estudiar la cinética de los inhibidores en
presenoia de glucosa=befosfato o viceversa (Fig. 4 y 5) se obtu-
vieron ourvas sigmoides indicando que ambos efectores poseen mds
de un sitio de unidn sobre le enzima. Este hecho se oconfirma om
los valores d;—la.s pendientes de los éﬁﬂ‘iooa de Hill (Fig.7 B

y C)s de allf se infiere que cada ligando (oloruro y glucosa—6 =

fosfato) posee por lo menos tres sitios.

No se puede afirmar si estos sitios son comu
nes para el inhibidor y el glucosa=b6-fosfato. No obstante exig =-
ten evidencias indireoctas de gue cada elector posee sus grupos 1_1_

gantes proplost

I) A altds concentraoiones del inhibidor, el glucosa-6=fosfato es
inoapez de oontrarrestar esta inhibileidn (Fig. 4).

1I) El gluoosa-6-fomfato no protege el sitio del inhibidor duran
te la dinitrofenilzoién (Table VII),

o) Sgbre la cotivmoidp

Se ha comprobado que este efeoto no tiene re

lacidn con el fendmeno de reversidn.

La activeoidn es compartida por una serie das
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tante amplia de substanoias mientras que la reversidn es espeoffi-
oa pars el glucosa~b-fosiato y el glucosaminae=f-fosfato (Tadla IX)

Ambos efeotos, reversidn y aotivacién, tienen
pazdmetros cindticos direrentes: el proceso de aotivacidn hace vae
riar lo vmax del eietema manteniendo inveriedble la Km (Fig., 11), =
mientras que la reversién produce un cambio en la afinidad del UDP

glucosa (Fig.2).

Finalmente durante el proceso de dinitrofenila
6idn se obtiene una desaparicidn completa del fendmeno de inhidbi -
cidén y conseocusntemante del de reversidn. Por otro lado, la enzima
sigue siendo 2otivable por el glucosa~b6~fosfato., Las oaraocterfsti-
cas de la activaoidn ban variado dado que la ourva de pH es dife ~

rente (Fig, 10),

De 1o anteriormente expuesto se puede postular
la existencia de sitios espeofficos {sigmoidioidad de las curvas ®
la Fig. 12) sobre la enzima para los aotivadores. La existenaia de
los mismos explicerfa el efeeto activedor del cloruro sobre la en-
zima dinitrofenilads (Fig. B); en esas condiciones ha desaparecido
el poder imhibitorio y predomina le activaoidén, Cabe recordar que
la enzima, a concentraciones elevadas de gluoosa-=G-fosfato, es ce-
tivada por oleruro (Fig. 5). Por otre parte el sulfato y el fosfa-
to, inhibidores 2 altas conocentraciones, uroducen ectivacidn a con

gentracidn 10 alM.

2 - TEORIAS ¥ MOJELOS T REGULACION ALOSTERICA

Las primeras especulaoiones para dar una base
molecular al oomportamiento de las enzimas ouya aoctividad estd mo-

dulada por la presencia de metabolitos, proviene del trabajo de Ger
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hart y Pardee (104). En €1 jostulaban la existenciu de sitios inde
perdientes y especffiocos sobre la enzime pare el sustrato y el me~
tebolitoj la presencia de este Yltimo produefa cambios conformacio

nales en la enzima, de donde le interaocidén oon el sustrato.

Teva supocicion fue sustentada por posteriores
estudios sobre otrmsencimas: treonina-dehidrasa de Fsoherichia Co-
14 (105, 106) y fosfofructoquinasa (107, 108). La pruebe nescesaria
pera verificar dichas ideas provino de Gerhart y Schachman (109) ’
que mediente el uso de p-mercuribenzoato produjeron la disocia -
eidn de le aspdrtico - transcarbamilcosa en dos tipos de subunida -
des: "subunidad ocatzlftiocza" que posece toda la asctivided enzimdtioa
¥ es insensidble ¢l metabolito regulador y la '"subunidad regulato -
ria", que posee el sitlo receptor ara el regulador y no posee ac-
tividad eatalitioca, La subunided catalftice aislada posee sirndtica
Miehaeliana, pero su unidn con las unidades regulatorias da lugar

a le aparioidn de cinétice sigmoide (109),

La aparicidn de curvas sigmoides sugirid que
estos sistemas no cumplfian los postulados de la cinétioca oldsica o
Miohaeliena. De chf la necesidad de wmodelos nuevos para expliear -3

te vroblema.
Actuslmente se han propuesto dos esquemass
a) La teorfa de Honod, Wymen y Changeux (110).

Monod, Vyman y Changeux postulan la existenoie
de protefnoe formedrs por subunidades idénticas (o protémeros) aso
clades en tal forma que ocupan vosiciones simétrioas. En oada sub=-
unidad existe un sitio especifico pare el sustrato y otre sitio pa

ra el metetolito rejulador.

Estas enzimas pueden existir en por le menos dom
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formas en equilibrio, interconvertibles entre si, a las que denomi

nen T y kt
I—~A (1)

La transiocidn entre T y R, o transiocidn alostd
rice, es de forme tal que la simetrfz de la encimn se oonserve (es
decir que, todos los protémeros dehen tener en ceda momento la mis

ma configuracidn).

El efecto de un ligendo (F), al combinarse pre
ferenclalmente con una de las dos formas, ser? de modifioer el e-
quilidrio (I), como se indica en (II)s

J—

’F1T";F arn

il
IE

2

Como resultado de este drooeso, la afinidad a~-
‘perente para 1os nuevos ligandos que se unen a la enzima aumenta .
Natemftioamente, Manod y col. (110) han demostrado que dicho efec—
tor mostrerd efectos homotrépiocos (") cooperativos, fendmeno que

se evidenoin en la ~paricidn de curvas sigmoides,
b) Las teorfas de Koshland (111,112) y Atkinson (113, 114).

Atkinson y Koshland, separadamente, han presen

tedo teorfas similares.

(¥) Los sutoree han denominado "efecto homotrdpioo™ la interacoidén
entre ligandos iguales, y "efecto heterotrdpico" & la interao-
cidn entre ligandos diferentes.
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¥xalican los resultadoc obtenidos mediante un
modelo que difiere fundamentalmente del anterior en cue la protéfna
puede existir en estados conformacionales hfbridos, es deoir que oa
da subunidad puede cambiar de forma sin produeir un cambio de 1la mis
na magnitud en las subunidades adyascentes. No obstante, el cambio emn
la configuraocidn ﬁo una subunidad producido por la entrada de un 14
gendo, puede cembiar la estabilidad relativa de las oconfiguraciones
de las subunidades adyacentes por interaosidn entre las mismas. As{
la entrada de un ligando en un sitio produse un cambio oconZiguracig
nal tal que puede aumentar o disminuir la arfinidad haois el ligando

en un segundo sitio y asf{ sucesivemente.

3 = APLICACIONES DE LAS TEORIAS ALCST:RICAS A LA GLUCQIINO SIMNTETA-
SA IE LEVADURA

Al comparaer los resultedos obtenidos con las oz
racterfstious del sistema de XMonod y cols surgen slgunas discrepan—-

olas.

Hemos visto que segin esta teorfa, las variacig
nee en la afinidad de un efeotor a2l combinarse preferencialmente om

una de las dos formas de la enzime, da lugar a curvas sigmoides.

En nuestro oaso, la presencia de cloruro da lu-
gar a une variecidn en la afinidad del UDP=glucose pero no apareoen
efectos ocooperativos (Iig. 1). Este discorepancie puede solunionarse

i se postula un solo sitio para el UDP-gluoosa sobre la enzime,

Agimismo, se ha visto que los griiicoes de la ve
looidad en funoidn de 1l concentrecidn de slucosa-6~fosfato en pre-
sencia de oloruro y viceversa son sigmoides. De allf se deduce que
tanto el dater fosfdrico como los inhibidores anidniocos poseerdnpor

lo menos, un sitio cada uno por subunided.



La aplicaoidn de la teoriec de Atkinson-Koshland
a este modelo requiere una restriccidn adioionel, Para obtener en
este caso grificos de Lineweaver - Burk rectilfneos e inhidbioidn cop
petitiva, el sustrato sélo puede unirse & la fracoién de enzima 13
bre de inhibider.

Los resultados de la Table VII parecen af'irmar
esta suposiocidn. Le dinitrofenilaoidn de la enzima en presencie del
inhibidor y del sustrato lleva & une pérdida ossi total de la soti-
vidad, Una probable explicasidn a este fendmeno serfe la sigulente:
le presencie de oloruro impide que el UDS-gclucose proteja su sitio
catalitico ¥y en estas oondiciones éste es dinitrofenilado con pérdi
da de la actividad,

Recientemente se ha demostrado que la N-noctil-
glutanato S-fosfotrensferess, snzima del cemino mstabdlico de 1la
biosfntesis de arginina en Clamydomonas, posee un sitio ontalftiaco
y dos sitios regulatorios (115). Por otra parte, existen varias en-
zimas regulatorias (116, 117, 118 y 119) oon caracterfsticas simils
res & la gluodgeno sintetasa de levadurat presentan grdfices de Li-
neweaver - Burk rectilfneos en presencie y en asusenois del inhibi -
dor oompetitivoj perc en estos casos no se ha estudiado la cindtice
reepsoto de lo consentracidn del inhidbidor. Por lo tanto, este tipe
de oomportamiento pedrfia no ser una excepcidrnl Un estudio mds PIO -
fundo sobre ¢stas enzimas podrfa suministrar mayer informsoidn para

la interpretacidn de los fendmenos alostérioces .

4 = MODELO TLNIATIVO PARA L4 QLUCOGENO SINTETASA IE LiIVADURA

Bn baso e los resultadog obtenidos se ha eague-

matigaco en la Fige 18 un posible modelo moleoular de esta enzime.
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Se -rerenin a colo civiu ¢’ (7 uno e log

o

vetretor, UDreglucos: y slucdgenc. o hor  odido re:liurrce elsu~

dios -otre «irte ®lziimo, ve le to cede un £0lo :itio | crr cinplifie

1=

i

cer el modelos " el nmicmo lugar ce hio uricndo, cro cinlilienrg

citio del activudor, munyue eristen evidenciis (lig. 12) de que eg

ot

. >, 2 3 -5
o veseerfa mi: de un zitio.

.onor @itios se hallan ulbidc~dos ctobre una sub~
vnided central y Unica. odefiioli, (¢ creueniran lazg sulunidades
reculatorias que se har dibujaco er ridrero e tres (ce loo aatos
chtenidos de lou pificos de Hill). Solre cida unicré re vlatoric,
exicte wi «itvio _sre el inritidor y otro _or €l _lucora~{-losic -

R

to, vue actls conme reveitioor le 1t irhiticidn.

Lo irpmdinueidr e lr ciiridad se ho re.resen o

ce wediante sitioz cerrndos.

¥r. 12 figjura ge presentar {res cotondos extre =
mos de lz encimt. Th el centre se Laila libre de efectores 2logté-

ricos y .or lo tento relojadc,

“or lo adieidn ce twléculrs cde irhitidor la en
zime se satura del mismo, se contrre y los sitos Cel activedor ce
hnoen meno: zccesibles. ’ero, la .recencic ce ecte ®ltimo des:laze
el eguilibrio haois uns lorme mfc favorable sore el nismo, disminu

yvendo cef la afinidnd par: el iniiitidor.
Ietos no son las tres Unicas formrs pooilles de
lc enzima, dado :.uve existen formnz intermedirs ue ‘e enden i@ les

cendidades reletives de inntibidor y de glucosa~C-iozinto presentes.
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5 = Li. IDTHIBICivL .00 XUCLEOTISOS

Les substancias probedas en la Teble I inhiben
a2 concentraciones muy slevades (O,l - 0,2 M) y por lo tanto no fi-
sioldgiocas. Posteriormente, se estudid el efeoto de varios nucled-

tidos percv esta vez a pH 5,9

Las pruebes cinéticas obtenidas (Fige. 14) y el
exverinentc ce dinitrofenilacidén (Pabla XIXI) indicam que la inhi-

bicidn es de tipo alostérico.

Dado que le inhibieidn por cloruro no aumsnta
al disminuir €l pH se deduce que la accidn del pH se basa en la io

nizeoidn del inhibidor y no de lo. ensimz.

Los datos bibliogrdiicos existentes (120, 121,
122) asigner 2l ATP concentraciones fisioldgices que oscilan entre
2 y 5 mi. vor otra parte, se ha indicado qu el PE celular de la le
vedura (102, 103) perece ser alrededor de 6. De los valores de 1la
Tebla X1I se deduce que el ATY y el ADP son fuertemente inhibito =

rios a concertraciones y. al pH fisioldgico de la levadura,

El gluocosa-6=fosiato es ocajaz de revertir la
inhibicidn de estos dos nucledtidos; pequeiios cambios en su concen
tracidr producen grandes veriaciones en la activided de la enzime

inhibida,

Todos estos fasctores configuran un ponorere o=
trectivo para la posiulacidon de un mecanismo de regulacién de la

sfntesis de glucdgeno, cue tenga vigencic "in vivo",

Fo obstante, un osible sicstems regulatorio ba
sado en le inliiicidn por ATP parecerfz, o primera vista, parad&il

c6oe. 1 ATP es el compuesto primario de reserva de energia y es la
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via casi obligada para la transferencicz de grupos fosfates de alta
energfa, o partir de los procesos respiratorios & los sistemas que

en la célula necesitan energfe.

La energfa almacenado ern el ATP es en algunos
cesos usada dlrectomente y en otros debe ser previamente transfegi

do & compuestos similares al mismo, en estructura y funoidn,

Xn el omso de 1n cintesis del glucdgeno el sus
trato, UDP-glucosa, se forma 2 partir de UTP y glucosa=lefosfato me

diante la siguiente serie de reacciones (123, 124)

UDP+ATP —= UTP+ADP

UTP ¥ G-1-P—= UDPG ¥ PP’.

Del siguiente esquema se »Huede observar gue le
sfntesis de gluedceno se llevard u cabo cusndo existe unz providdn

suficiente de energfa ccumlada en forms de LTP,

ATP

G-1-P (Glucosa%”

UDP (Glucosa)n

Fl.9 19



-T72.-

Por otra perte, la cesradecidn cel sluedgeno de

ré luger ¢ la formacidn de ATP,

De lo antes expuesto se deduce gue el ATF no de
biere ser un inhitidor de la sfntesis de le substancia para ouy: 2
macidn zetda como fuente de energfa. Pero caebe recordar que aungue
su ooncentracién disminuya, se transformard en ADP que es un 1nhihi
dor tan efeotivo come el ATP. Zor lo tanto, no serdn los cambios re
lativos de lac concentraoiones de AD? y ATP los que afeotarén la eg
tividac de la enzima, dado que la sumo de las concentrrolones de
anbos la mentendrd »erminentemente inkibida. Serd entonoes el gluco

so=-6-fosfeto el factor resnvonsable de la regulacidn de lc misme,

6 - JH0U0SICIOKR Uf UL LECLANISLIC OO WGGULACICE JFE LA ACTIVIDADL TT LA
GLUCOG: G SIMWrmias, 20 10VADURA

En base a los resultadoes olttenicos y a las ide=
ag anteriormente ex.uesias se vostula un mecanismo de regulcoidr es

quematizado er 1t [ig. ZC.

Fl glucosc-6-fosfato es el primer producto del

paso oatalizado por la hexoquinasaz, En

-

netebolismo de la gluoosa,
la levadqurc esta enzima no es inhibide por el producto de reaceidr,
es decir el glucosa—6-fosfato (125)s ‘cte es trensiormado en fructo
sa=b=fosfato mediante la gluoosa=f-fosfato isomerase, Suroniendc que
este crezocidn estf en equilibrio, el paso limitante y determinante

de la concentracidn del glucosa=(G-fosfato serd le fosfofruoctoguina
sa. I'n levadura, la actividad de est: enzima estd detvernincde  [or

le relicidn ATPF/ALY (126)e

Cuzndo le relacidn ATP/AN® es 2ltz, la fosfo =
fructoyuinase se halle inhibide y la fruotosa-l, 6«dilfosfatuse eg-

tivade., I'n este caso, la concentracidn de frustosa-§ foefato serd
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&1t y concecuentemente lo serd 1. de _lucosa=b6-fosfato. .2 elevix
gse o) rivel (e Jlucosu=€=rogrcto se desirhibird le clucdzerc zinle
tusi. (inlibide ccnsiantemente sor .77 y ..DT), roducidndose cirte=

. N <
aic ue  1uco,;eno.

Zr. 12 situwieidn irnverso, en decir o relaciones
AP/ Lujos, €l fructosc=C=foofato se transformard en fructoua =
1,6=iifosivto, bues la inbidvicidn »or /TP de la fosfofructoquinase

hebré desajsarecidc sor cccidr el 1T, 71 _lucocr—=Eeostcto o el

o

Ve

¢ieriryuflo, deteriéndose 1o sfntesiz ce slucd eno,

Trte necriisie de reiilacidn est® relacionado
2l virtene energéiico Je 1o levidure,
Tr tese ¢ tretejos efectusndos _or Trevelyun y
Tnrrison (127; se ruede sugerir un necanisio siniler relicionzdo
/

21 c-ecimienio de las cdédlulcs.

Trevely n  ilerrison l.an determinsdo -jve tanto

el cluedgzero ocowo 1 trel.clocr ce vcurmlun en 0élulns de levadure

reutcane e vn medic Lue contiene 0;3 2 ie Jlucose y siles.al adi
ciorer i ler Je arorlo 2 egte nedio, li sintecis de hidrntos de oux
bone de meservi rfe Jetiene, [ lisiern evicdenclas indirectag, lLusadas
en ey erimentos de ferrertacidn zlcohdlicr de levacurse (128), cue
hécen su oner que 1ln el im: estiwlada .or la precencin ce vi.les
de uzrorio eo la fosiorructoguini.ecs Zn cusenoin de cmonio, le glue
cosa eu {ranciormias en hexosfurounolostatos cue ce acumline. Lo JTE
sencia del oatidn oroduce la rermentacidr ce los dstercs iosiérl e

COSe

“or otra norte, Lowry y “cssonneau (129)hen en
contrado activeecidr ce la fosfoirTuotoguinsses ~ninmtl cor el idn ano

nione



En base = las evidencias expuestas, los expedi-
rertos de Trevelyan y Harrison se explicarfan de la siguiente for -
re: log iones 2monio esctiven le PFK producidndose une disminueidn -
el slucosa~6~tosfztoe :n eses condiciores la gluodzeno sintetosaz es
inribida sor el 'T? y el AP deteriéndose zsf la sfntesis de glus-
geno. Es 28f que el carbono de lc glucosa se oanalizard via gliaedli
sis para dar lugar a la formacidn de substanoiss nitrogenadas nece-

serice »ara el crecimiento.

7 = CONSIDERACION'S SOBR.. LA RFGULACION POR MFTABCLITOS Y POR HORMO
NAS EN SZRIS X DISTINTC Gia O COiLEJIDAD

Rasones de complejidead y evoluoidn pareeen apo=

yer el esqueno de regulacidn anteriormente postulado.

Los orgerismos unicelulares, tienen funciores res
tringidac: orecer y multiplicarse. I's 18,100 pues su;oner que una B
gulacidn basuda en la variacidn de niveles de metabolitos sea sufie
cierte para oumylir sus necesidodes. En nuestro oaso, la actividadde
la glucdgeno sintetesu de levedurc se hallarfa moduleda por la varig
cidn en los niveles de gluoosa-(G-fosfato y la presencia cons’ante de

ATP y ADP,

La evolueidn ha llevedo a las gélulas a diferene
oierse,agruparse en teJidos, éstos en Srgenos pare dar lugar a seres

complejos que deben llevar a cabo una gran santidad de funoiones.

Tomemos como ejemplo la aparicidn de una "rece =
cidn de alarma" en animales., Una de las respuestas a esta situaoid:
eés la descarga de adrenalinae. Como se ha descripto en "Introducoid rtt
una de las acciones de la adrenalina se ubioca e nivel de la activa =

3i8n de la adenil ciolasa, que da lugar e le formacién de 3' 5' AMP,
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Por 1  resencie de este Wltimo ue produse wrc activeoidu "en ocses

fozleril-wt b en 8 i de ~luedeno zintetuse Licdepercdicente en depen—

diente, cctivardore acf le glucogendlisi:.

Tuye agreger otro ejerngslo de la yepidez a rese
oveetes Lor meecnismo:z siillarec, colte reccriry el citiens e cozgu

1 0idr sanguineae.

Tstos mecrnismnos se ceracterizar por lo presen-
ci~ Ce ui ‘eisteme disparador"” = en nuesiro caso 6s la ~ctiveoidr de
la aderil oiclusa= y un'cistema auplificador" = trarsforraciones su
cesives e enzimas inactivas er wciivis o,viceversa ,vor la zocidr
e otras ercirude 2@ esta forma pueden ser sotisfeolc. las neoeside

ces urgentes en forma rdpide.

o por lo anteriorier te expyuesto d:r be dejarse d-
ledo 10 cxistercia de sicteres de regulaciérn por veriadiores en los
riveles de .:et:bolitos, en animulec. “8tos necanismos llenarfar las
recesidades localec de las células, nientras que el sisterma hormonal
geo ercargirfe de efsotuar las eareccliores coun otros lugares del orge

1150

.1 esquers de regulacidr propuesto debe sexr eon—
firraaoe Jara ello es necesario drterminar los riveles de ATI, ADP
slucosu=6=fc<fatc y glucégeno e distintas condiciores de crecimien=

to y "ucbltat" de la levadura.
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