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R E S U M Z N

m
La gluoógeno sintetasa de levadura es activada

yor el glucosa-ó-foafato, activación que depende del pH.

Se ha encontrado que sustancias aniónicae,como

el cloruro, nitrato, maleeto, eto., inhiben la actividad en ausqa
oie del éster foefórioo, pero la adición del mismorestituye la es
tividnd al valor original. Otros uniones comoel suooinato, lacta­

to y IIuoruro son no inhibitoríos, descartándoee un efecto de fue;
za iónica.

Usando cloruro comoinhibidor modelo, se date;

minó que la inhibición es mixta respecto del UDP-glucosa. Los grá­

ficos de actividad en función de la concentración de UDP-glucosa.

son hiperbólieos, tanto en ausencia comoen presencia de cloruro o

de glucosa-ó-fosreto. LL cambio, cuando se estudia la actividad en

función de 1a concentración de glucosa-ó-fosrato, manteniendo cena
tante el nivel de cloruro,ee obtienen curvas eigmoides. 31 sistema

se comporta en forma similar cuando se varía la concentración de

cloruro en presencia de glucosa-ó-fosfato.

Mediante el tratamiento de la enzima con 2,4.­

dinitrofluorbenoeno a pHBen presencia de UDP-¿lucesa se obtiene

una pérdida irreversible de le sensibilidad a la inhibición gz'cyg
ruro sin pérdida apreciable de le actividad. Se concluye, por laigl
to ,que los inhibidores uniónieos se unen a un sitio diferente del
sustrato.

Estudiando la inhibición a distintos pHse en­
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contro que algunas sustancias tienen mayor poder inhibitorio a pHa
que es probablemente el pH fisiológico de la levadura, que a pH 7,5.

Los inhibidores más eficaces a pH 6 son el ATP, ADPy GTP. El meca­

niSmode acción ee similar el presentado por el cloruro. La inhibi­

ción por nucleótidos es revertida por el glucosa-G-fosfatc.

Se ha determinado que el fenómeno de reverei.6n

es especifico para el glucosa-ó-foefeto y para el glucosamina-ó-fqg

feto. Existen otros activadores de la enzima; 2-fosfcglicérioo,}ng
foglicériuo, trebalcsa-fosrato, pero carecen de la pregiedad de-re­
activar la inhibición por las sustancias aniónicce.

En base a las teorías actuales de regulación a­

lastárica, se discute un modelo probable de la enzima que concuerdo

con sus propiedades.

Se ha postulado un mecanismo de control de la

síntesis de glucógenc "in vivo", de acuerdo el cual le actividad de

la glucdgeno sintetesa se hallaría permanentementeinhibida por la

presencia de ATPy ADP.Serían los niveles de glucosa-ó-fosfato (ng

guladogpor la fosfofructoquinaea en base a las concentraciones raya
tivas de ATPy AMP)los determinantes de la velocidad de la sínte ­

sis de glucógenc.

Existiríe además un mecanismoadicional median­

te el cual los iones amonio-regulando la actividad de la fosfofrdg
toquinasa- canelizeríen, cuandoes necesario, el carbono de la glu­

cxn hacia la formación de compuestosxñtrogenadoe esenciales para el
crecimiento.
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A B R É V I A T U

A3P
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3’5' AMP

ATP

DNFB

EDTA

6.F

F-6-P

F-l , 6-P

(Glucosa)n_1;(Glucosa)n,(01ucosa)n+1
0-101D

GNHo-Ó-P

0-6;P

CDP

GMP

CTP

KAF

Pi
PP_

1
-P

PFK

EEB

UDP

UIPG, UDP-glucosa

UM?

UTP

-5' adenosina difosfato

-5' adenosina monofosfato

-3‘5' adenosinu monofosfig
to cíclico

-5' adenosinatrifosfato

-2-4 dinitrofluorbenceno
-Etilendiamintetraaoatato

-variación de energía li­
bre

-fruotosa-6-fosfato

ofruotosa-1,6-difosfato
-Gluoógeno

-Gluoosa-1—fosfato

-Glucosam1na-6-fosfato

-01ucosa-6-fosfato

-5' guanosina difosfnto

-5' guanosina monofosfato

-5' guanosinatrifosfato
oractor proteico soluble
necesario para obtener
efecto de Ca +

ofosfato inorgánioo
-Pirofbsfato
-fosfato
-Fosfofruotoquinasa

-p-merouri benzoato

-5' uridina difosfato
-Uridina difosfato glucosa

-5‘ uridina monofosfato

-5’ uridina trifosfato



I, I H T R 0 D U C C I 0 N

El gluoógeno, poliseoárido ramificado de gluco­

se, se halla ampliamentedistribuido: mamíferos, invertebrados, bqg
tardes, levaduras, etc. (1).

En todos los organismos es una fuente de reser­

ve de hidratos de carbono, y por lo tanto, es fuente de energía.

PROPIEDADES DEL GLUCOGENO

El glusógeno tiene un peso molecular que varía

entre 106 y lO9 (2), dependiendo del origen y del método de extrao­

01631

La estructura comunmenteaceptada para el mismo

se debe a Meyer (4) (F13. 1). Presente cadenas lineales de lO a 14

gluoosilos conectados entre sí por uniones a(l-4), ligada: a cada
nas adyacentes por uniones glucosídioas «(1-6) (Pig.2). Los gun ­

tos de ramifioaoión, es decir las uniones «(l-6) constituyen ‘x.

8%de las uniones totales (l). De este forma, la longitud de las og

donas terminales es de 6 a 9 unidades glucosiloa y las cadenas intg
riores poseen 3 e 4 glueosiloe (5,6).

En le Tabla I se hallan resumidas las principa­

les caracteristicas estruotureles de la molécula de gluoógeno.Enla

parte (b) se presenten las propiedades del gluoógeno de levadura.

Según Nbrthoote, el gluoógeno de levadura es si
milar el gluoógeno de mamíferos (9), aunque mediciones de visooei ­

dad parecen indicar que posee una mayor asimetría que el gluoógeno
animal.



TABLA I - Propiedades del glunógono

_ mmi? " Ref. “33‘33 ner.
Propiedad (a) (b)

Fi" (x) 10-14 1 12-13 9-10

Número de uniones «(1,6) 8-10% 1
o ramas externas

Longitud de cadenas termi­
nales (xx) 6-9 1 8-9 9-10

Límite a. ¡emanan ' 40-50% 1 44-50% 9-10

Longitud de cadenas termi­
nales después de acción de
¡6 amilasa 2,5 1

Longitud de cadenas termi­
nalos después de acción de
rosforilasa de músculo 4 1

longitud de cadenas into ­
riores 3-4 1 2-4 9-10

Coloraoión con I marrón
2 rojizo 1

Ama: en ¡2,01203 460 d/b 8

(1) ar’: Longitud de cadena o número de residuos de D-gluoosa por
gluooeilo terminal

(zx) a en rusiduos de glucosa



Estructura del Gluco/geno

Figura 1

Figura 2
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ENZIDMS SINTETIZANTES Y DEGRADAIITBS DEL GLUCOOENO

El metabolismo del glucógcno puede esquematiza;

cc en dos etapas fundamentales: le. biosfntesie y la degradaciónptg
pas que se desarrollarán a continuación.

a Degcdación del ¡lggóglenct

I. ghlfgrilgad al-4 glucamcrtofcefato-glucosil trancferasa).
Beta enzima, fundamental en le. degradación del glucógeno, oat_a_

liza. la siguiente reacción:

P ‘—— 11'
(glucosa?) + I. . (glucosazhí'f' GÍP( )

Su M0161: consiste en acortar las cadenas ext;
riorcs mediante el mecanismode fosforó’lisis comenzandodel extremo

no reductor, y detcni‘ndnse a1 llegar a 3-4 residuos glucosilos an­
teriores al punto de reunificación. Esta reacción es reversible " in
vitro".

Tanto en músculo (12) como en hígado (13MB fos.

fcrilaea existe en más de una forma. En músculo ce halla en dos fo;

maeintorconvcrtiblee (14), una activa c foefcrilcea g y otra inac­
tiva o fcsrorilasa h. La fcafcrilaea E. ponce 60-70%de eu actividad

mima en ausencia de All?mientras que lo. foeforilaen. R requiere en
forma absoluta la presencia de dicho ccfaotor para eu actividad (z).

Ambasfosfcrilaeas, _c_._y :g, son interconwrti —­

bles enzimáticamentc. La foeforilaea a es convertida en fosforilasa

g por la acción de la foaforilcca k quinasa (16-17) en presencia de

(z) Eeto último no ocurre en 1a fosfcrilase. inactiva de hígado que
cólc presenta actividad a. altas concentraciones salinas (15).



de ATPde tal forma que cuatro moles de fosfato son incorporadosxnr

mol de foaforilaea ¿n

¿fos/afilamg+ ¿AIPMWfosfwí/asa 9-+4ÁDP

Esta reacción no es general dado que no ocurre

en la fosforilasa de hígado ni en la de músculo de langosta (18) .

En hígado, la transformación de foerorilasa inactiva en fosforila­
sa activa no ocurre a través de una dimerizaoión sino mediante 1a

siguiente reacción (19):

fos/orí/asa Inacfl'va +ATP ——’/osfor¡/asa activa +ADP

A su vez, 1a foaforilasa‘h_quinaaa existe en
dos formaet ¿nando la enzima ha sido recientemente extraída, tiene

muypoca actividad debajo de pH 7, actividad que aumenta algo ¿Jai

¿zu-1aa pH 8 (20). Esta. forma ha sido denominada foszorilasa. 3 qui

naaa inactiva y puede ser actiVada por:

a) preinoubación con calcio y una proteína soluble denominada

"KAF"o "kinaae notivating factor" (21).

b) incubaoionee con ATP-M32*- 3'5' AMP(22).

c) incubaoionoo cortas con tripsina (23).

La foaforilasa a ea transformada en foaforila­

aa k_msdiante la acción de la foaforilasa g'fosfatasa o enzima PR
(24-25) según 1a siguiente reaccióno

Ios/orÍ/asaa +4 HZO¿ML 2 fosfari/asag+4_
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Esta enzimaes altamente específica para. leia

forilasu, g (26). La reacción es inhibida por AMPque se combinaom

el sustrato, es decir con le. fcsfcrilasa g, y también por la presea
cia. condmta de glucosa-l-fosfatc y 1152*.lista propiedad puede se:b

vir así comomecanismode control de la glucogenólieie (25).

II. Sistema63221}:th :

Se ha visto que la fest'crilasa degrada las ra ­
mas exteriores obteniéndose una dextrina límite que posee de tree e

cuatro unidades de glucosa. por cadena.exterior (7). Esta dextrim es

posteriormenteatacadapor la 21m laúd ¡123 transfergga (27)
que transfiere residuos de maltotriosa de cadenas dadcras a cadenas

aceptoras, ya sea inter o intramlecularmente, dejando residuos

«(l-6) de glucosa en posición terminal.

En este punto actúa le lo —6 luces de. e

liberando D-glucose. Quedanasi nuevas cadenas lineales de a (1-4)

glucosiloe que puedenser atacadas por la fosforilasa.

Se ha demostrado que con la acción de estas en­

zimas, que aparentemente se hallan formando parte de una misma mol!

aula proteica, ee puede llegar a una deramiricaoión total del gluoá
geno en ausencia de fosí‘orólisis (28,29).

III. Otras enzimng degradantgs del 5111065323:

La degradación del glucógeno no es llevada a og
bo exclusivamente por el mecanismode fcsrorólisis, comoen el caso

de la fosfcrilasa, sino que también puede ser atacado por enzimas1;
drolfticee.

a) g amilasa f a 1:3 ¿Insane hidmlaeah actúa en dos etapas
(30): el primer peso consiste en liberar maltotricsa, maltotetraosa,



maltoPentosc y algo de mitosc, pero no glucosa, de las cadenas si

terioree (uniones CX1nd). En le. segunda etapa. se ataca el glucóa

no restante obteniéndose maltoea y productos ranificcdoe, dado que

esta enzimano ataca las uniones «(1-6) (31, 32).

b) Kannada («1:34 “lucen glucohidrolasae): separan rcei ­
duos de D-gluccca del glucógeno a. partir del extremo no reductor ,

obteniéndose por lo tanto glucosa y una dextrina límite de alto

poco molecular o {dani-inc (33). Dadoque vía. fosfcrólicie o da.­

milólieil la glucosa no ce liberada. comoproducto inicial, 1a ami­

lólicin podría eer un camino importante cuando el organismo rcquig
re una rápida liberación de glucosa.

B. sgtoeic dc Glucógnct

I. 6152652120cggtetasa (¡DPS! d 1-4 ¿31110811(X lfi-glucosiltmg

femsa.) cataliza la siguiente reacción:

UDPG+ (glucosa;7 __, UDP+glucosi/q(1-4)(9/ucosa)n

Esta enzima transfiere glucosa del dudar, o ur­

ridina difoefato glucosa (UDPO),al aceptcr, o cadena externa. del

glucógeno, para. formar uniones a: (1-4).

Haste su descubrimiento, se creía que la. foefg
rilasa ere la enzima.causante de la. síntesis del gluoógeno "in V1­

vo", tanto comolc ee "in vitro".

No obstante existen evidencias que indican que
esto no sucede z

a.) Lc epinofrina y el glucagon (34) o altas concentraciom de

sodio en cortes de tejido de hígado (35) producen una. estimulación
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du 1a fosforilasa, pero, se ha demostrado que en esas condiciones

sólo hay ruptura del glucógeno (36).

b) Recordandoquo la reacción que oataliza la fosforilasa es

í
(Glucosa)1' G-f-P4___’(G/ucosa) f P

71 nr+1

ln constante de equilibrio para dicha reacción será:

(Glucosa) (PJ
mi I

{Glucosa}, (G-í-P)

Pere, dado que el agregado de una molécula de ¿luooea mediante el

mecanismode la foaforilnsa, no hace variar el número de glucosi­
los terminales se tiene!

(G/uCosa) = (Glucosa)
'n n41

Y por lo tanto

( P.)K; __l___ (37)
(G4'P)

La sanitarte ï ie,u:¿s lol 33, lebiio n los
ldiferentes pKi del fósforo inorgánico y ¿el Glucosa-l-fosfato. A

pH 7 su valor es de 3,2. Por otro lado se ha demostrado que la r2

lación de "Pi/Ov-l-P, estimada 'zor la? mediciones :le í‘ós;o:'o 1:10:51;
nioo total y del glucosa-l-rosrato, es de 300 en diafragma de ra­

ta (38) y de 36 a 53 en levadura (39). Para el diafragma de rata,
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este valor es 10? veces mayor que el de la constante de equilibrio

y {or lo tanto se deduce que la reacción de ruptura del glucógeno

estará ampliamente favorecida “in vivo".

o) Cuandola enzima actuante es la rosrorilesa, ln energía ng
ceseria para le síntesis será prOJista por la energía libre de hi­

drólisis del glucosa-l-fosfato, que se ha estimado en 5Kcal (40).

Teniendo en cuenta la reacción hipotética:

UDPG+ HZO _.__, UOP+Glucosa

se ha determinado que , a pH 7,5, la energía libre de hidrólisis

del uridina difourato glucosa es de 8 K cal (41).

F : 8 Kca/
UDPG

A F ; 5 Kca/
G-I-P

A coral : 3 Kca/
í

Se puede observar que UDP-glucosa es un sustrg

to energétioamente más favorable que el glucosa-l-fosfeto (en3K mi)

para ceder glucosilos.

d) En casos de ciertas miopatías en que la fosïorilesa está ig

sente, o muydisminuida, se han determinado niveles de ¿lucógenorqï

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

Por otra parte, en enrermedades en que no se a­

cumula glucógeno ("glyoogen storage deficienoy") (46) se han medido

niveles normales de foeforilasa pero ausencia completa de glucógeno
aintetasa.
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Aotualmente no existen dudas aceros. del rol de

la glucógeno sintotasa, descubierta en hígado por Lelolr y Cardini

(41), en la. sintesis del gluoágono.

Posteriormente, esta enzima ha sido encontrada

en músculo (48, 49), levadura (50), y anchos otros organismos.

Probablemente. la. propiedad Ma importante do

esta enzima.es su activación por el glucosa-ó-í'oafato. Esta activa
016:: varía de acuerdo a la. preparación y a la especie de 1a cual

proviene. Así, las enzimas de Agrobaoterium tumefaotens (52.),11111503

lo de langosta (53), y cuerpo graso de cucaracha. (54) no son ag

tivadas por el glucosa-é-Iosfa'co. Casos intermedios a. onouontr an

en laa enzimas de músculo de conejo (55), o rata (56) y levadura. ­

(50), mientras quo las de 01501110 fresco de perro (57) ï de rana

(58,51) presentan un requerimiento absoluto para 1a presencia bg;
cho oofaotor. Leloir y ool. (48) y Trent (51) han demostrado gue

la. glucosa del e'ster fosfórlco no interviene en la. reacción,” d;
oir Que no se incorpora al gluoógeno.

Tomandocomoevidencias las característica. do

esta activación Traut (51) y Villar-Palasi y Lamer (59) ¿131aron

y puifioaron dos formas de la. glucó’genosintataaa, que denomina­

1'01!l

Independiente (I): activa en ausencia. de Ché-P y

Dependiente (D) z 9610 activa en presencia de G-ó-P

Tanto las enzimas "I" y "D" de músculo (61.62)

comolas enzims de hígado (63) son enzimáticamuto irnos-convertí.­

bles entre si. La.obtención de clucógcno sintetaaa 2 a partir do

le. forum3' ocurre a través de un proceso similar a la transforma ­

ción do fosforilasa 'b en a (51, 60).



_ ATP-N92} . .fosforrlasag (ANPdep)____,/osjor/Iasa _g (AMPIndep)

2} I
gluccgcno sr'nrerasa_{(G-6-PDm gluccgenc sintcrasaQCG'ó’Pcü

Esta última reacción 99 aotiwdn por la. proseg
cia de (66) 3'-5' AHF.La trzmeformción de la enzima.independien­

te en la forma. dependiente ha sido llevada. a. cabo en presencia de

ATP «P32 . Posteriormente, por degradación de la proteína. radican;
vn se determinó que el fosfato radicaotivo se había. incorpOradc a.

una.aprilia (64), en form similar n lc obtenido con la fcaforilcsa

.‘gquinnsa de ¡shoulo (65). Aunquelas enzimas, fosforilaaa 2 quina
sr. y glucógozzosíntctasa, tienen proyiedndes similares (66,67) o­

xiuten evidencias (68) de que ambasactividades enzimática eat ¿a

115001041”v. proteínas: diferentes.

La similitud. entre las dos transformaciones

es aún más marcada dudo que el pasaje de forma _I_a. 2 puede efeotq

se, además, por:

a) incubación de la forma.5 con calcio y un factor proteico!

lublc quc'parece similar al "KA?"del sistema de foaforiluu 3 quinaaa
b) incubación de la forma _:_(_con tripsirm (66).

vrmmxormución inversa, oi: decir el 9.1.5.330.

de 2 a g ocurre ¡ncdinnuc la incubación "le uregarmicnea omdmoon
agentes Lauiz‘iarílicos (já) .

gluco’genou’nterasag M. g/ucágc'no:r'ntcfasalml;
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En esta reacción ha sido involucrada una fosfa­
, 2tasa dado que durante la transformacion se libera P3 existente ez;

2
la glucógenc sintetase 2 preparada a. partir de ATP-4“3(62).

En cwmtc a 1a gluoógeno sintctem de hígado ,

comparte muchas propiedades con la enzima de músculo, perc,cdouú b

las formas g y 2, Hizukuri y Lerner (63) han descripto una forma i­
nactiva, aún en presencia de Glucoear-ó-foefato. Reta forma ee con ­

vertible en le. form independiente por incubación con Glucosa-6403
fato y 1632+.II.W'

Conohemos visto, 1a glucógeno sintetasa sola «­

mente produce uniones «¡(1-4) alargando las cadenas exteriores.

Para.producir la. estructura remifioade típioaül

glucógeno, es necesaria. le, noción de una. seg-tmdaenzima: la. ensima.

ramificante (amilo 1-4,1-6 transgluoosidaea) cuya.misión e transfg
rir parte de las cadenas exteriores (uniones «¡(1-4))a otra par-teG

lo. molécula. fernando uniones cx (1-6) (70-11). La transferencia se

produce cuando el largo de las cadenas externas ha. alcmzedo alo-12

unidades, translatime entonces un segmento de 6 o más grupos g].qu
silos (72).



Figura 3

Meta bol/smc delGlucógeno

nunca-noo

gluoógono
í‘uui‘orilasa
0113014,14, gluoantrmsferasa
amilo 1,6 glucosidasa
glucógeno sintetasa.
enzima. rmnifloante
UDPGpirofoeforilasa



REGULACION DEL METABOLISMO DEL GLUCO’HIYO

La regulación del metabolismocelular se lleva

a cabo gracias a variaciones de 1a actividad enzimática, variacio­
nes que pueden ser debidas a tres causas principales:

a) cambios en la concentración de metabolitos específicos.

b) variaciones en lasjpvpiedadss‘de la enzima.

o) aumento o disminución de la cantidad de enzimas.

Las células utilizan estos delicados recurs os

para la acumulación o para el uso de sus reservas de glucógeno, en

los momentosapropiados.

La concentración del glucógeno en las células

cambia rápidamente en respuesta a diversas condiciones y agentes .

Estos cambios en los niveles de glucágeno parecen ser debidos prQ;

oipalmente a la acción de dos enzimas: la fcsforilasa y la glucógg
no sintetasa.

Las demás enzimas intervinientes en el procesq

es decir: enzimas ramificantes, desramificantes, amilasa, parecen

estar en exceso y no se conocen propiedades regulatorias de las mg
mas. Se supone, jor lo tanto, que no intervienen en este procesada

regulación (73).

I. Re ación del nivel de luoó eno en músculo:

Mediante el uso de técnicas rápidas para date?

ner toda actividad enzimática, Danforth, Helmreich y Cori (74) do­

mostraron que casi un 95%de la fosforilasa total se halla presen­

te en la forma h, Por lo tanto, durante el re oso, su actividad eg
taria regulada por los niveles de ¿Lau comoactivador, y de ATP y
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Glucosa-ó-nfoefatc como inhibidores (75, 16) .

CuandoseproducelaWW debe
degradarse el glucógeno para producir energia. En mleculo Sarto ­

rio de rana, Danfortb y col. han demostrado que hay transformación

de fceforilasa g en foefcrilaea 3 (74). Existen varias líneas de g
Videncia que hacen pensar que esta transformación es mediada por

la acción del ión calcio y un factor proteico (RAF). Por un lado,

se ha determinado que durante la excitación de las fibras ¡macula­

res el calcio penetra dentro de la célula (77, 78). Esto deternána,

que el glucógeno y sus enzimas se hallen en un medio con celoio.Bn

ese momento,se produciría la transformación de fosforilasa k en g

mediadapor la foeforilasa k quinesa, activa gracias a la acciúlfl
calcio y del "KAF"(T9) (’). En consecuencia, se desencadenarfa el

proceso gluoogenolíticc necesario para el suministro de energía.

Paralelamente, gracias a un mecanismosimilar,

la glucógenoeintetasa independiente se convertiría a la form de­

pendiente (69), detenié’ndoee la síntesis de glucógeno.

a) Acciénde la adgülgat

La acción de la adrenalina está localizada pr_i_

mariamentea nivel de la membranacelular (80, 81). Allí activaría

a la adenil ciclasa, enzimaque cataliza le. siguiente reacción)

A TP , 3'5'AHP+PR
I

(') Listos resultadosse hallan en duda, debido a que la transforma­
ción mediada por "Ca o KAF"immlucra una acción proteolítioa
que es, por lc tanto irreversible.



B1 3'-5' AMPaotuaria como mensajero de la a.

drenalina provocandouna activación de la i'osforilasa h quinasa i­

nactiva. El reeultedc final de esta cadena de reacciones es la tras!

formaciónde fesforilasa 1 en a (83).

Paralelamente, el 3'-5' AMPactuaria sobre la

gluedgenosintetasa quinua, convirtiendo la glucógeneeintetasa ig
dependiente en dependiente (84, 85).

Tanto le. adrenalina como1a contracción mou o

lar tienen efectos gluoogenclfticce, es decir que mediante el being
oe feei’crilaea/glueógeno eintetaea ee produce la degradación neta

del glueógene. En form opuesta actúan la insulina y lo glucooorti
ooideeo

b)MW'
Villar-Palau y Lerner, trabajando con hemidie­

fragmas de ratas, encontraron que le. insulina aumenta 1a oantidd de

gluodgeno eintetasa independiente, produciendo paralelamente un pe­

queño aumento de la enzim total, (I 4-D). Este aumento de la cant;

dad de la form I parece producirse a partir de la forme D (59). Pg

ralelemente lee mismosinveetigadoree han hallado aumentos en lee ni

veles de gluccea-ó-foefate (36). Por lo tanto, la acción de la ineg
lina parece radicar en 1a gluoógenoeintetaea y no en la foeforila­
ea. Este hecho llama la atenoiJn dado que los mecanismosde regula­

ción hasta el momentoconocidos, actúan paralelamente sobre ambos

sistema! la degradación (a nivel de la rosforilaea 3 quinasa) y la
sinteeis (a nivel de 1a gluoógenosintetasa).

En resumen, la insulina parece controlar la efg
tesis preferencial del glucógeno, directamente a partir de la glucg
38..
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II. ¿caiga de las glgoeorngoidn:

Su rol, no está todavía claramente definido.Se

ha determinado que, aún en ayunas, producen aumento del gluoógene

hepático. Esto es debido a un aumento de 1a gluooneogénesis, es d_e_

air de 1a producción de azúcares a partir de sustancias tales como

los aminoácidos .

Tammki y col. (87) indican que el aumentael
semdo en los niveles de gluedgeno se debe a le. acción indireet a

de las hexoeamonorosfatos('). Estas aotuarían a dos niveles:

a) mediantela aetimión de le gluedgenosintetasa.

b) por un mecanismo de inducción, produciendo un aumento en
los niveles de enzima.

(') sin embargo, Hombrooky col. (88) atribuyen estos resultados e.
la liberación de Oluooea-ó-foefato resultante de la glueogemfli
sie provocada por 1a isquemia que ocurre inmediatumnte despues
de la nnerte del animl.
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Figura 4

Pegu/acío'n del Marcha/¡uno del G/uco’geno

A TP Hormonas

14— adcnilcíclasa4—adrcna lina
3'5'A M P

“¡v-¡"15*
quinasa

G'no [(b)
I

Ftb)K-'—+F(b) KGno5(0)---->GnoS(D-> / .p act;va Inactivau
DeL oso ‘F(a)

Nm
2+. Icontraccm-n muscular1—-Ca

1­

Neura/

una s gluoógeno
OnoS: glunógano sintotnna
¡"(wm foeforilasa (b) quinua.
F(X) l fosfonlasa (a) o (b)
---)¡ acciones fontatásioae



Le.célula de levadura pceee dos hidratos de cai
bono de reservan el glueógeno y 1a trehaloea. Reta es un dieaoáride

( q -D gluccpiranoeil - a -D gluccpiranósido) de glucosa. Ambos9.­

cúceree ee hallan en el citoplasma.

La trehalosn parece existir libre en la célula.

La síntesis de este dieacáridc se produce mediante la siguiente re­

acoidn (89):

UDPG1‘ G-G-P _—_, UDP-f Ïreha/osa-ó-P

Poeteriomntc el estar ¿"esféricoes hidrolizap

dc mediante una.fosfatesa. específica (90). La trebalesa es lo. enzi­

m que produce su movilización.

La observacion el microscopio de células de le­

vadura teñidae con yodo More que el gluoógenc se halla en el oi­

tcplaenn en solución y disperso en forma :le grdnulce (91). Cuando

las células de levadura son mandas con perlas de vidrio (92) y ec

separan las 3.:rodea por centrifugeoión a 1500 x g, el glucógono ee­

dimonta recién c. 14000x g en forma de fines partículas. No obam­

te, ee desconoce la proporción del gluodgono total que ee halle. en

forme.particuladu.

En 1938 Coti y col. demetreron, usando extrao­

tce dializadoe de levadura, que la degradación del gluodgenc ec prg

ducíe vía fceforólieie. Noobstante la. enzima.mín no ha sido parir};

ceda y ee desconocen ¡un propiedades (por ejemplen existencia chdos
formas de la Meme.(93)).

En extractos de levadura, Gunja y col. (94). op.
centraron una enzima a. le que denominaron ieoem1eea o enzima dere­



mifioante.

Por le tanto la degradación del gluoógeno ae

lleva a cabo por le acción conjunta de estas dos enzimas: foefogi
lesa e ieomilaea.

En cuanto a la síntesis del gluoógene, Algra­

nati y Cabib (50) aielaron y purificaron 1a enzima responsableofig

ta es similar a las de hígado y músculo pero sus propiedades oiqá
ticas eon diferentes y no utiliza oomo“primer"oligoeaeáridoso

Comeya hemos visto, esta enzima es activada

por el glunoea-ó-roefato. Este erecto es relativamente pequeño a

pH fisiológicos (pH 6), aunque ee más notable a pH elevados.

Dedoque el glucosa-ó-rosfato se halla en el

caminometabólico de la sintesis del gluoógeno y es un activador

de 1a misma nos hallamos ante un fenómeno de "activación por pre­

cursor". Este hecho ha llamado la atención debido a. la probable ig
portaneia del mismo"in vivo".

Loe eetudioe efectuados sobre las caracterís­

ticas de 1a activación por glucosa-6-foetato y el rol de este fe­

nómenoen 1a regulación de le glucógeno eintetaea de levadura ee­

rún relatadoe y discutidos a continuaoiáno__

UTP PR
I

Gfi’P UDPG

Ï "‘ll/
Glacosa—>G-6-P—" Gluco'geno

Figura 5 -Mcrabo/¡sma dc/ Glucáge'no cn Levadura
"-1 t activación por 0-6-1’.



IL PARTE EXPERIMENTALHW
Rgaotpgl

E1 AMP, ADP, ATP, me, UDP, UTP, me, 03?, (PPP,

o]. G-ó-P y gluoógeno fueron obtenidos do Signo. Channel Company”)

E1 U’I‘Pfue purificada por cromatografía on eta.­

nol - acetato de amonio1 M(7,5:1) (95) para. liborulo de posibles

impurezas da UDP.

E1 UDPGfue una donación de Boehringer a: Soohno

(Momia).

E1 UDP-glucosa.014 tuo sintetuado do acuerdo a.

Rosemany ool. (96) a. partir do gluooaa cu-l-roatato n obtenida b

International Chemical and Nuoloa: Corporation (USA).

E1 ¿cido cortanúoo, ol ¿oido Hooxt-D-arebino
hoptuloeónioo-‘I-fosfatoy 01 enolpiruvilahikimto-S-Iosfato haran
obseqtmdaspor los Brea. D. Sprinaon y LA. Mo".

Las demás drogas usadas fimron do origen vas-toy

se utilizaron sin purificaoión previa.

1.922

La glucdgonosintotua. do levadura m. writing
da según Algranati y Cabib (50) con algunas modificacion”.
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W (5°)
í
g Factor do Roouporan­

Fracción ;pur1fioa- ción 1
L 61611

Ï
Extracto crudo dialisado 1 _ 100
Sulfato '19 amonio (preci- l
una) 1,6 9o
Producto absorbido a ams.­
loaa 56 Jl

Primer eluído 452 15

Segundo oluido 132 . 5

a L

Se efectuaron las siguiontca'mcdifioa-cionon a

la preparación original:

.81 tratamiento ocn sulfato de amonio ao hizo

en presencia do marcaptootanol 10"2 ll.

-La diálisis del precipitado del sulfato dog
3monio se realizó en prosonoia de mroaptoctanol 5 z 10- M.

-Se eliminaron loa lavados con sulfato de ama
nio a1 25%de saturación de la enzima absorbida a la amflosa ro o

trogradada.W
La mezcla de incubación oontionoa buffer gli.­

oilglicina. 0,1 Mde pH 7,5, UDP- glucosa C140,4 un (unifome
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to marcada en la ¿lugo-a do actividad específica 375-000 opmóp,mol)
gluodgeno 3%y enzima en un volumen total de 0,050 m1.

Después de ¡acabar durante 15 min. a 30°C,se a­

gregaron 0.25 m1de hidróxido de potasio al 33%r los tubos fueran

mantenidos durante ¡o min. en bano de agua hirvionte. Posteriormen­

to se agregó 0,25 m1 de agua y se precipitó el gluoógeno con 0,1 nl

de etanol 96%. Despuás de una segunda precipitación ae rodisolviódl

gluoógono on agua para transfortrlo a planohetas de aooro inoxida o

ble o vidrio. Las nuestras as! preparadas funrun medidas en un oon­

tado! de flujo gaseoso.

Para asegurar la ausencia de actividad amilolí­
14 con la enzima en las oondioioneo deltica se inoubó gluoógeno - c

ensayo pero emitiendo el agregado de UDP-glucosa. Esta prueba tu. ql

cha en ausencia y en presencia de 0,1 H 01K, dado que el ión olorup

ro es un activador de la amdlasa. De estos tubo. no resinló el 31n­

oágono y se determinó la radiactividad remanente comoeo indioá en

el párrafo anterior. Se encontró que no hubo pírdida do radiantivl­
dad e
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Magazine

l -' d i re e la e ve n
¿9.6.1.213­

Al estudiar las características de la activa­

ción por glucosa-ó-fosfato llama la atención el hecho de que di ­

cho efecto sea relativamente pequeño, lo cual hace dudar de su ig
portancia "in vivo".

A1 determinar algunos aspectos oin‘ticos ü eg

te efecto se encontró, accidentalmente, que el cloruro era. inhibi
torio y que dicha inhibición era oontrarrestada por la presencia

de glucosapó-fosfato.

Comose ve en la Tabla I, esta propiedades oq
partida por una serie de sustancias.

Se puedeobservar que el efecto inhibitorio.

obtiene a concentraciones relativamente elevadas (0,1 - 0,2 l!) y

por lo tanto no fisiológicas. Hoobstante se descarta un efecto

de tipo iánioo dado que compuestos comoel suooinato, fluoruro,n|g
late, fi hidroxibutirato y acetato no son inhibitorioc.

Dadoque las sustancias probadas fueron use. ­

das comosales de potasio se deduce que la inhibición es debida ll

anión y es independiente de la presencia del catión; por ejemplo

en un determinado experimento el cloruro de potasio 0,2 H inhibi‘

76,5%. A1reemplazar el potasio por sodio la inhibición fue b M

Por otra parte, se puede obsernr que existe

una cierta especificidad para la inhibición, dado que análogos el
truoturales comoel mleato y mmarato c piruvatc y lactato nc se

comportan de la mismaform.



TABLAI o Efecto inhibitorio de diferentes aniones y su reVer­
tida por glucosa-6-fbefhto (')

Adiciones a 1a Concen- ““'14“d Pintor d.

nasal; de reaooidh traoiín _ °_6_P * a_6.2 Ïoaigugiau
n' \ + O-6-P

ninguna - 100 111 1,71

alamo o, 2 4o 160 4

Broma 0,1 55 162 2,95

Iodnro 0,1 13 78 6

Mmmm ' 0,2 111 205 1,85

Hitrato 0,1 44 142 3,2

¡Sulfato 0.1 36 140 3.9

Felfato 0,2 35 140 4

?1ruwato 0,2 68 170 2,1

Laotato 0,2 114 166 1,46

Anotato 0,2 125 210 1,68

Ozalato 0,2 15 163 10,8

whlato _0,2 96 160 1,67

habana 0,2 55 148 2,1
Sunoinato 0,2 100 148 1,48

Luleato 0,2 19 170 7.9
rumarato 0,2 7o 185 2,65

Oxalaoetato o, 2 37 162 4,4

Glioolato 0,2 67 ¡1a 2.05

f3 hidrozibut irato 0,2 100 160 1,6

¡UDP 9:10'4 32 12 2,25

(') El ¿limosa-vG-tosfntom‘wmdo su agragó,me usado a 10 ¡313.105coa
puestos probados fueron usados comosal-s de potasio. A le act;
vidad en ausencia de glucoaa-ó-fosfato o inhibidores se lo dio
el valor de 100.
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1-31efecto inhibitorio de estas substancias es

altamente contrarrestado por el glucosa-G-foafato a concentración

10 mi. Estoidetermina que, para algunos inhibidores, se obtenga:
factor de activación (actividad en *re encia. de lucosaa-ó-ofosta

22d en ausencia. de 5 11003:).ou
sumas-sentealto (por ejemplos oxnlato, maleato).

b»:noción revertidora del glucosa-ówfoefato aa

comgurtida por el gÏLucoaamina-ó-fosfcto, oonooic‘wya como activa.­

aor do la. enzima (50) (Tabla II).

PAE»: II o Brooto do 1a roaouvaoión

É‘totor 1€-rativucián
Roactivador f

.. 311;,3 '- o C12 3,3 LI

0-6-2, 1o nm 1.4 '¿ 3o5

GNHZ-ó-P, 1.a ni! 1.4 3,4

É

2 - Revorsibilidad de le. ¿1211491553

Ante la. posibilidad de que el efecto dolos 1.5
hibidores radioaso en una. inactivuoidn de 19.enzima.se efectuó el

siguiente experimento, usando 01Kcomoinhibidor.

Mediante el uso de una concentración sufioiog
tamente alta de cloruro (0,4 m) se logró una inhibición casi to­

tal de lo. enzima (Tabla III). Se puede observar que mediante una

dilución y el agregado de glucosa-ó-rooi‘ato se restablaoe la act;

vidadal valor original, lo que indica. que 1a inhibición es. rave;
Bible.
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TABLAIII-Reversibilidad de la inhibición por oloannc')

Adiciones e la mez- Adiciones a la
ola de preincubudán mezcla de eneg_ Actividad

yo.

_ - 100

- G-ó-P, 10 mm 175

c1K, 0,4 m c1K, 0,4 m 5

c1K, 0,4 u 0-6-9, 10 mm(') 150

(“) La mezcla de preineubaoión contenía buffer glioilglicina 0,1 H,
pH 7,5 y enzima. Donde se indica se adicionó 01K. Despues de 15
minutos a 30°C, se agregó una alícuota de cada tubo a la mezcla
de ensayo. Las concentracionee finales fueron! glioilglicins
0.1 M. pH 7.5. UDP-glucosa 014 0.4 un (375.000 cpm/¡»mon y 31;;
oógeno 3%. Se añadió 01Ky glucosa-6-tosfato donde se indica. A
1a actividad en ausencia de glucosa-óofosfatc y 01Kse le died
Valor de 100. No se encontró pérdida de 1a actividad después de
la preineubacián.

(') Queda 01K de 1a mezcla de incubación; por lo tanto, su coneon o
tración final en la mezcla de ensayo fue 0,12 M.

3 - C1n‘3102 dg la ¿gg¿91c1gg gg: unigneg z dg 12 ¡gveggggg gg¡ ¡13:
cgsa-ó-foafato.

-a) C ética en func ón de la oo cent 'ón de UDP lucoeal

En los estudios siguientes se eligió al cloruro
ocmo inhibidor modelo.

En la F13. 1 se puede observar que el cloruro pri
sente una cinética de inhibición de tipo parcialmente competitivo hn­

oie el UDP-glucosa.



'P

v(¡n/«moles/min)

í/v(mí'n/nyu'noles}

5

X
2 3

UDPG(mN) I/UDPG (mMD'

m Efecto do 1a concentración del UDP-glucosa.sobre lo. veloci­
dad de reacción, en ausencia y en presencia de 01X. Con“ ­

ciones de ensayo indicadas en "nacidos".

No obstanto se han obtontdo casos de tipo comp;
ti‘ivo (F13. 2). La otn‘tioa es de tigo hiperbólioo y los gráficos
¿e inversas son reotilíneoa.

El agregado do glúaooa-ó-tostato vulva los vap

loros de 7m y Km,cambiados por el 01K, a. los valoren originales.
or lo tanto, se obtiene une.reversión casi. total de la. inhibi­

oidr. (F13. 2).
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Í/v(min/m/a.molc:)

(¡.6op10"1M

¿{K 0,2M406P10mM
l l

1 2 _,
1/uopa (mM)

{33. 2: Benz-sión del efecto del 01Kpor glucosa-ó-fosfato. Condi­
ciones de ensayo comoen la Fig. 1.

El efecto del ión oioruro fun comparado con 01
efecto inhibitorio del UDP,análogo estructural del UDP-glucosa.La

inhibición, en este caso, es de tipo competitivo puro (Fig. 3). La

K1 para el UDPes de 0,2 mm,en ausencia de glucoaa-é-fosfato. En

este caso, el efecto revor‘tidor del glucosa-6-fosfu.to, se halla ¡si
tioananto ausente (Ver Tabla I).



- ¡1 ­

L/Q(rnín/ánpjna/es)

1 2 3 _, 4
1/uopa (mM)

F¡¡¡ ¡s Inhibición por UDP. Condiciones de ensayo como en "móto ­
dos".

b) Ergcio 191 ¡lggc¡g:fi:foegggg ggbgg le velggidgg

En 1a F13. 4 A, ee puede observar que el com­

portamiento de la enzima en función de le concentración de gluco­

ee-ó-foefato es Michaeliano (curvas de tipo hiperbólioo).

La presencia de 01K produce un cambio en el

comportamiento de 1a enzima, dando lugar a le aparición de curvas

sigmoidee. Loe gráficos de inversa son ourvoe (F13. 4 B).
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A B

E 33

EQ6 ‘g

:\ ¿K3 \
04 -5E' s

> >

oz

1 v 5 4 8 -1
G-ó-‘P (mM) í/G-ó-P CmM)

Pg, 5| Efecto del glucosa-G-foefatc sobre la velocidad de rece ­
ción an ausencia. y en presencia de 01K.Ccndtoiones de eg;

cayo como en P15. 1.

o) Efecto del cloruro de gotaaic sobre 1a velocida

Curws (¿etipo cismcidc, similares a. las c'btg

nidau para. el (¿Iucosa-ó-fosfato, pero en sentido invcroc, se cbtg

vieron para. la. velocidad en función de le. concentración de cloru­

ro ie potasio. Se indica la presencia. de efectos cooperativas mag.

do el glucosa-G-fosfato ae halla presente (F13. 5 A y B).
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A ¡B

.2.
.42. V120»i

Popo
e 5
É 20. ‘ Q:
“ o.> .
. 014- g?

,0“?
I Gó-PO,5nW

0,2 0,4 0,5 0,2 0,4

C/K (H) Cl K (H)

:;¡‘_1; Efecto dal CIKsobre la volooidad de reacción en ausencia y
en presencia de glucosa-G-fosfoto. Condicionoo do ensayo og

moen F13. l. v y v indican a valooidad inicial sin y con cloruro
respectiVBmonte.

Comohemos visto en la Tabla I, el maleato ao­

túa en forma similar al cloruro. En 1a F15. 6 ee panda observar quo

la cinética en función de la concentración del mismopresenta caro;
torístioas similares al caso del cloruro.



E
E\
3 Ms Efectodel male;
3 to sobre la vela.
í' cidad de reacción en pr;
E senoia y en ausencia do
É glucosa-ó-foafato. Gong

0‘ ciones de ensayo como onla 1|

o'r 0,2 0,3
Maleato (M)

Para los items a), b) y o) se muestranla si
I‘ioos de Hill (9T). (F13. 1).

LlagVva)

xo
IogC/K

Pi . t Gráficos de ¡{111para los datos de las Fig. 1, 3 y 4.
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La ecuación de Hill está dada por 1a siguiente

expresión s

log z n leg (S) - log K
V o v

donde: v velocidad de reacción

velocidad máxime.de reacción

concentración del ligendc cuyo efecto ee va a estudiar
constante

57301€ minero de cities a. los que el ligendc puede unirse

E1 factor n para. el gluceee-ó-foefatc varía. eg
tre 0,4 y 2,28, aumentandoal incrementarse le concentración b 01K.

Valores. entre 1,3 y 3,1 ee obtuvieron para el 01Ka concentracion­

creoientee de glucosa-ó-foateto (F135. ’l B y C). En cambio,“ DW

- de observar que 1a pendiente se mantiene constante,qu ee 11101!

menten las concentraciones de 01K, cuando lo. variable es la comen

tración de UDP-glucosa (F13. 7 A).

4 - Deseneibilizaaióga ¿a spam 2 lga m&12¡eg
,

el tratamiento de lou temas precedentes be­

mes visto que:

o)No hay relación entre la efectividad del inhibidor y au c_e_

mean-¿aaestmtural con el UDP-81M0tiae

V b)Le. inhibición del 01Xes oontramstadn por e]. glucosa-6 ­

toctatcmeto no sucede en el caso del UDP,q_uees un inhibidor com­

petitivo de la ensima.

o)Estudios de cinética en funcidn de le concentración de gig

ccoa-ó-toefatc en presencia de C1K,ï viceversa, don lugar n le. api
‘ .ricidn de curvas eigmidee.
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Las consideraciones anteriores indiom que leg

hibioión por sub-tanda: podría aer de tipo alostirioo (96).Boto h¿_

cho implica que 1.". taracoión entro 1a proteína enzimática y el iz_1_

hibidor ¡o produceen un sitio diferente del sitio catalítioofieng
do comoresultado una inhibición de lu actividad enzimática.

Para refier cata hipótesis se usaron métodos

do desenaibilizaoión (98)-o sea, tratamientos do la proteína. gang
van a le. destrucción del sitio del inhibidor mnteniándow ültaoto
el sitio ontalítioo.

En lo. Tabla IV se presentan los resultados obtg
nidos por tratamiento de 1a ensima con sales merourialoam-morouri­

benzoato y nitrato de plata.

TABLA1V - Tratamiento de la enzima con agentes mamuriaiea y
nitrato de plata-(")

Conocntrg Concentrá Inhibá por Perú;
ción de Preincubaoión ción C1! m da a;

U'DPG 5' en ensayo anto: después tid­
n1le M trat. trat. ¿“1'

0,4 Hg**‘5no'7 n 0,2 52 ¡a 53

4.1 2:63:10” M 0.4 72 14 49

4,7 17:5 5310-6 n 0,2 72 ( ') 100

4,7 Aa‘lo" M 0.2 12 0) wo

(") La preinoubaoión ae hizo en ¿reset-noir. u‘oLïlïP-glucoSi a la. cor:­
oohtrmión indicada. en 1: Tabla.

(') Nose pudo calcular puso hay erdida total de lu actividad.

El uso del nitrato de moron-io resultó inopo ­

rante. El tratamiento dc la. enzima con p-«nerouriobenzoato o nitra­

to de plate Ibvóauna 'p‘rdida total de la actividad catalíticuo



-37­

Finalmente, u pudoconseguir la «sensibilisg
cion de le. enzima.radiante el tratamiento con dinitrofluorbcnoono

(99,100). El tratamiento se 110d a. cabo en le obsouridaú, a. ton­

porature. ambient. y con agitación continuo.

La Tabla V mmstra los resultados de 1a desen­

sibilizaoión a. distintos pH.

TABLAv - Efooto del pH on la dinitrofenilaoiáu (")

Pérdida Inhfl'. por 01K 0,2 H

p! de actividad fl
7; ines Deepak

ENTE nnra

9.05 53 ¿5 0 (')

8.3 36 32 6

3.05 25 41 o (')

705 1° 36 43

(") La mezcla do dinitrofenilaoión contenía buffer 20 ¿amm-31m3
so. 12,5 m, 2-4 dinitrofluorbonoono 0,5 mi!y ensima. El pS ti­
nel do las distintas muelas se obtuvo comosigues
a.) pH 9,05 con bufi’or co’/co B" do nn 9,5
b) pH8,3 con buffer Tra-8 oinato do pE 8,85
o) pa 8,05 con burra Tris-auooinato a. pH8,47
d) pH 1,5 con Trio-unha” de pa 7,5

Despu‘e do agitar durant. 1) min. a. temperatura ambiente y an la og
entidad, 1a.mula eo uan-ió en biolo. Doollas se tomaron ¿lleno ­
tu que se agreguen a. ¡ma mezcla de incubación standard. La compa
zicio'n final ds ¿ata me! burro: glioilglioine. 0,1 H de pH1,5,UDP­

glucosa C“ 5 dl (actividad espooifioe. 50.000 opa/¡4,m1) y 3%dos]!
aógsno en un‘volmnn final de 0,1 m1. '

(') Se obtuvo activación por 61K.
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Del experimento anterior se deduce que el pl!
8,05 ea el más apropiado para la. “sensibilización total con una
pérdida minima de la actividad. A pH superiores se pierde mucha
actividad mientras que a. pH inferiores no hay deseneibilizaoión.

100

%

50

ACTIVÍDAD

tiempo (mín)

Wa Curvade tiempode la dinitrofenilaoión en presencia yen
ausencia de UDP-glucosa.

La mezcla.de dánürofenilaoión contenta! buffer Tris-suootnato ­
25 nme. pH 8,5, UDP-glucosa12,5 mu, 2,4 dinitrofluorbencenoLW
y enzima. E1 pHfinal de la mezcla fue 8. Después de agitar d.an
te los tiempos indicados, en obsonrldnd y a. temperatura afluente,
se «¡frió y se tomaron alícuota que se agregaron 'a la. mzole de
incubación. La composición final de le. misma.fue: buffer 311011 ­
encina 0,1 m de pH 7.5. UDP-glucosa.cu 5 mz (actividad esposa;
ca. 50.000 cpu/lu. mol) y 3% de sluodgeno en un volumen finalb 03.123.
Dondeeo indice se omitió '13. presencia de UDP-glucosa. La activi­
dad fue medida. en ausencia. ( ) y en presencia. (—- —-) de
cm 0,25 u.
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La F13. 8 mostra. que la actividad desciende pg
oo durante la dinitrofenileción. Paralelamente, la actividad medida

cn presencia del inhibidor aumente.de tal forma que a. los 15 ¡ainda

enzima ha. perdido su sensibilidad a le. inhibición. Si se continúa

el tratamiento, el cloruro llega. a producir actimión de le. emi ­
ma.

Por otra parte, si el. tratamiento ac hace en ag

senoia dc Uhr-glucosano sólo se pierde tctalmntc le actividad (a;

do que el UDP-glucosa.nc se hallo. presente para proteger cl sitio cg
tblítioe), sino que nc hay deecnaibilizaoiún dc la enzima.

En la Pia. 9 ac observan resumenes de decenci­

bilizmción similares pero en función de la concentración de dinitrg
fluorbenoeno

100

%

50»

ACTIVIDAD

I I
DNFB (mN)

Mi Efecto de la concentraciónde dinitroflmrbencenc sobre le.
desenlaibilizaoión. Condiciones de ensayo comoen la. Pia. 3,

siendo el tiempo de preinoubaoión de 15 min.
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La concentración de dinitrofluorbonoonomara 1a.

:L-tenoióndo una.desemibuuaoidn óptima, mía entre 0,5 y 1,5 ml!
dependiendo de la prepa-mación.

La ensima»,se dosonstbiliza tania respecto del 013

raro comodel miento ( Tabla VI ). No obstante, 1a inhibición a dos
niveles dit‘orontes do UDPno varía despuó’ade le dinitrofenflaoión.

TABLAv1 - 11111112101631de la enzima. dmiirofenuada (")

con“... M113101611s
Inhibidor ‘mian

m Enzima Bulimia.
native maraton.

cn zoo 49 (‘) o

Malasia 200 43 (') 2

UB? 0.5 39 37

UDP 2 67 69

("J Condiciones como er. la 1‘13. 8,13020tiempo de dinitroi‘euilaoión
de mino

(') Lv. 131111131016:es rumor qua en la Tabla. I debido a. la mayor 005
oontraofin do UDP-3113009341:el experimento.

los ergorimantosanteriores la dinitrotonflg
ción era detenida por el agregadode Mer glloilglicinsáa. moubg
01611se llevaba a cabosin sezzurarel dinitrofonildip‘fiidod’mq
firmar que los efecto: de 1a.dinitrotonilnoión se debian a un su“.

permanente en la. enzima, se usó el pasaje por une. oolwmc: de Segm­

dor 0-25. De asia form se separa; la ensima de los componentes de]:
mezcla "lo¿nitrofenilaozám Esto tratamiento no varía lau resulta­

dos do los experimentos antena.“ Table.VII,pr1mu-a línea ).



I

Se han probado los efectos de 1a presencia dedig
tintos metabolitos durante la dinitrorennacian ( Tabla VII ).

(")

(')

TABLAVII - Efecto de diferentes ediciones a. la mezcla de
dinitrofcnilacidn (")

Actividad ,‘áde inhibición por
reoupemh ClK 0,2 M

Exp Adiciones después de
Dïüïs ante. de despuás de
33 Dm Dm

" 53 45 0

1 G-6-P, 7 ml! 35 44 0

81K, 0,3 mu 7 45 o

- 27 52 o

2 Haleato, 0,25 Ii 5 52 ­

UDP, 10 mii (') 36 52 15

La dinitrcfcnilnción se llevó a: cabo comoen 19. fic. ScUnmilili
tro de la. mezcla de dinitrofenilación se pasó a través de una cg
luma de Sephadex 6-25 ( 1,4x 7 cm ) equilibrada con 0,025 de
buffer Tris-auocinato de pH8,5; las alicuotas del efluente se g
saron para determinar la actividad enzimática comose desüibcm"métodos". En este caso la concentración de UDP-glucosa.C fue
4th (actividad específica 62.000 cpm/¡anal )
En este caso no se agregó UDP-glucosa.a la mezcla de dinitrofcrg
lación.

Se puede observar que la. presencia de UDP-gluco­

su nc varía. los resultados.Por otra parte, las tentatiVas de prota ­

gar cl sitio del inhibidor con ClKo maleato produjeron una pérdida,

casi fetal dc la actifidadáll ¡DEpuede reemplazar al (DP-glucosa cg
muprotector del sitio activo.
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5- L‘ropiedadesde ¿a ensima desensibiliaada

En la fig. 10 se puede observar que la ensima.

deseqsibiliaada es mtinble por el glucosa-6-fosfato.No obstante
1a dependencia de dicha activación con el pH ha variadogy'a no se

observa 1a caída de actividad que existía a. pHalcalina en ausen­
cia del ¿star fosfórioo.

roo­
u+G-6-P

D

.e
s3 75­
s

E
b .
'ï 5° l-G-ó-P
'430

D

8 25­
x

o í á 9
pH

F15, lOtCm-w. de pn de la. enzima.nativa (o ,0) y de 1a enzima di
nitrofenilada. (A,A) .

La enzima, se trató con dinitroi‘luorbenoeno y su _.¿-.36por uu; oohg
na de Saphndox 0-25 como se describió en 14-.Tabla. VILA Mi C ¿{6.5
a. usó buffer sucoinutocoaoodihxo (0,1 3':de cada uno). A ¿Mmd.
alcalinas ar.-uuó' buffer glioildliciuz; 0,1 11.0trus 0()ndiciOL<_-:¿oo­
mo er. "mitades".

.3

Cambiozn similares. en 1- czrviv de ¡JH por 01’00­



to ue la dinitrofenilución han sido encontrados para la fructosa-1,6
¿ifosfatasa (97).

Durante los trabajo: con diferentes pregng oio ­

nes cie enzima se dió el caso de una. desonsibilizaoión accidental ¿L1

mantener 1a preparación durante 20 días en le. heladera, en vez dcog

sel-mula en la foma usual a. -20°C. Te perdió 1a sensibilidad a 1313
hibición yor el 01K, pero la ourw. de pl: e]: ausencia y er. presencia

de glucosa-6—fosfato se mantuvo nom-3111.

6 o Efecto da los activador“

Se llevó a cabo un estudio oindtico del efecto

activador del glucosa-é-fosfe.to. F31la tigo 11 se observa qua el Ca­

ter fostórioo aumenta 11'.velocidad xfizim, nero no tiene influencia,
sobre 1;. constante de 11101166113.

pH Z5 pHcZZ

3
E ¿v
“kE

É
5

\> 2
«0 “M

é 4‘ _ á 13­
yuopa anm’ ¡Aupa onH)’

1-15: 11: Efecto del gluooeapó-t‘onf‘fio sobre la cin‘tioc de reacción
z; dos pH diferentea.í;n ambos:Casos se usd glioilglicin:., og

un buftorfiondioiones de ensayo indicadas en "métodos".
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Este comportamientose mtiene c otros pH(Ver

fis. ll) y contrasta con el marcadoefecto que tiene el glucosa-6­

fosfato,a.1 incrementar la. afinidad del UDP-gluOOSa.por la gluodga­

no sintetasa. de mísoulo (101).

Dadoque e. pII 7,5 la activación por el ¿starts

fórioo no es muygrande ( 1,9 veces), se estudió 1a cinética de la.

reacción en función de la ooncentracidn de glucosa-ó-fosfato como

aotiwdor e. pH 8,4. F11asta zone. de pH e]. factor de activación al

czmza Valores que oscilan entre 3,5 y 4. En 1a fis. 12 A se puede

observar que el gráfico de Lineweevwar-Burk es curva. Dal gráfico

de la ecuación de Hill se obtuvo para n el Valor de 1,5.

A B

olcs)

3

í/v(mín/m

o.

a 16 _24
f/GGP (mMÍ

Py, 2:1.‘feotodel glucosa-ód-fosfa‘to sobre la cinética de remoción
a pH 8,4. Condiciones de ensayo comoen la fig. 11.

Estos resultados están de acuerdo con las evi­

(¿en-ciaspresentadas por Algrtmati y Cabib ( 50).
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En la Table. IX puede observarse el efecto acti­

Vader de una serie de substancias a. concentración 10 mu.

IXa Efecto del cloruro en presencia de diferentes ï
aotiwdores (")

Conosn- Actividad Inhihi 16
pH Activador tración ¿ ° h

nm: - ClK + ClK o,( "

7,5 [Ninguno - 100 48 5:

G-ó-P 10 157 156 o

Gol-P 12 121 47 61

Trebalosa-P 10 14o 79 44

.3-P-31 14:6er 10 158 73 54

Bulfr=.to 10 147 85 42

I-‘osfato 10 129 63 51

9,1 ¡{humo - IDC 20 80

G-6-P lo 510 350 31

pa.3-P-glioénnd 10 178 - ­

(") Condiciones de ensayo descriptas en " todos", excepto que le.
glioilglicina fue usada a nos pHdiferentes. Se dió el valor
de 100 a. la actividad medida en ausencia de activador y de CLK.
La actividad a pH 9,1 fue un 35 í de la actividad a pH 7,5.

Otros aotivadores no incluidos en la Table Elm

los ¿oidos 2-fosfoglioérico y 2,3-difosfoglioé’rioo.

Se puede observar que el fosfato y el sulfato,

inhibidores a. concentraciones altas, son cctivadores a. oonoentra­

ción 10 mM.(comparar con Table I ).
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El efecto de activación no es aditivo dado que

cuando el glucosa-ó-fosfato a concentración 10 mmaotiVuba un 77 fl

y el ¿oido J-fosfogliolrioo a concentración 10mmaotivaba un 81 í

una mezcla de ambos sólo alcanzó a eotiVar un 100 fl. Ésto indica ­

que se llega e un proceso de saturación y que probablemente am}en

¿stores foefórioos actúan mediante un mecanismosimilar. No obama-1

te, a pH 9,1 donde hay un aumento considerable de le activaciónxnr

gluoosa-ó-fosfato ( 50 ) , el ¿oido 3-tbefoglioérioo ee un activa­
dor relativamente pobre.

De 1a Tabla IX se puede concluir que 5610 el

glucosa-ó-fosfato ( y el glucosaminu-ó-fosfzzto, Tabla. II ) ee oa.­

paz de contrarrestar eficientemente el efecto del cloruro de pota­

sio. De ¿111 ee deduce que existe una muyalta especificidad para
la reversión.

7 - Tentatives de desensibilizeoión del sitio del gluoosa - 6­
fosfato

Para poseer un mayor conocimiento de lu estrgp

tura de 1a enzima y del mecanismoactivador del glucosaa-é-í’oefa‘b

ee trató de desensibilizar la enzimaa 1a activación por el esta!
fosfórioo.

Para ello se trató a. la. enzima.oon distint al

concentraciones de urea.

En 1L Tabla X se puede observar que los resu¿

tados fueron negativos.



TABLAX - Acción de la urea sabre la activación por el gluco­
Su-6—fOufato (")

Preinoubaoián Factor de P‘rdida de
aotivacifia aotividad(')

Conocntracián ¡oncentrhoión por íUDPG ¡il urea ml 0-6.?

‘ ' 1954 0

- 0,2 5,7 82

0,4 o 1,58 o

0.4 0.1 1933 41

0,4 0,2 1,42 72

(") La preinoubaoión se llevó a cabo durante 15 min a 30°C en pre­
sencia de buffer glicilglioina 0,1 M de pH 7,5 y de 3 n@;de¿Lg
oógeno en un volumen final de 0,06 m1. Se determinó aotivida.d
como se indio; en "métodos".

(') Calculuda respecto a1 ensayo preincubado en ausencia de urea.

Se efectuó otra tentativa usando substancias ¿e

estructura similar al glucosa-ó-fosfato pero que, careciendo de ao­

oián actiVRdora, impidieran la acción del mismo: por ejemplo ibero­

gluoonato, glucosa-l-fosfato, sorbitol-fosfato. En todos los casos
el glucosa-ó-fosfato continuó activando.

8 - Curva de EE de la gluoógeno sintetasa

Las determinaciones anteriores de la curva de pH

( 50) fueron efectuadas usando comobuffer Tris-maleato.ín la Tabla I
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La ,udo observar que el uLlenLo es un inhibidor de la enuirn. Ter

¿gta r/"zól. .c I'Fil'itíó la «tz-vu 122722.60buiít rs no il"Ï;iLi‘b01’5.oC.LOS

antic; CL ¿.ueier: \._._,r(ci;.1'oi; 11a Sig. 13.

1oor ,,.----o"“"“"b ­

I
(IX/ma a
E ­

‘b

y?

E 50- .

É:

í, 25- .

.i . 13: suma. d- ¿:1 d l: ¿flucógezgosint- 3.2:, (------‘¡ no obtuvo 3
saldo 1'1"--:;;-le;_to 0,1 2'. (o ,0 comokuí'i'er ( jJ).(

su o‘ctuvousando succin'io-ctcoriilnto 0,1 I'. (u , I) o glicil¿lioi­
21:. (‘,1 .". (A , Á) 00.1.0 'cr-."I‘s‘rs. Efix‘bolos abiertos: 212:;CILCi" de ¿7111.02
.-:-ú-í‘osfczto¡ sínlolo: cerrados: ¿mc-sen de. ¿glucosa-G-fcsfeto. La
1.-,uutzcióz‘ lloró o. culo como se. (le-pc iïzió cz. "métodos", pero con

UDP-glucosa c 4 5m? ( actinxzzd específicr «2.00: opr.,"/uuol ).

Debido :.. l; nuseznci'. del inhi‘;ir_‘.or,1“ activimd

A m1., .1 ., ,. .. .-.. m .1. ,.'.\.|. - .. .\ _.1 Yñ' ,.mdlm. er. ¿WLLuc...“ «e .V-L.co:>.-(--¿o...;‘-uo ‘11,...r.¿.tu.h0...t(. 1 ¿“una

c:=.‘¿,ie11;'.¡.entre ¿7 5,? ‘3- 7,5 a_::.":,rec:'v.ezv.<lo11.1 co:.:=i¿‘:er:'ble aumento ¿ie

1.-. ¿activiCCu a. ir-féríoros ¿L7. lr. consecuerci' el :1r2,lc."toes 11.1:
Hinhibidor rá: etc-¿.119 a :9." C que 2'. 3;.7 ¡. C'Ilzk tacar ¿ue ¿:1



.:' considerado c1 ¿FHfisiológic!) de 1." levuaïure. ( 101;, 1C} ).

Lr. form de lv curvza de pH en presencia de ¿lu­

o sa-é-i‘osfato no ha variado. E'ste hecho era de esperar dudo que 1:;

inhibición yor yaleato es oontrarrestada por el ¿star Í‘osi‘órico.

Las evidencia: presentadas en el párrafo (anterior
vfueron confirmadaspara serie de inhibidores( Tabla AI }.

TABlAXI - Efecto de inhibidores- o. diferentes 9?.

C PH 705 PH 599

Mind“ Actividad Factor. Actividad lho‘aor
H de ao! ¿e ¿1011

m '“‘ - 6.6-? 4. G-ó-T mián - 6-6-? + C-6-Fmaión

Ninguno - 100 173 1,73 100 145 1,45

ClK 200 40 16C 4 ,0 46 126 2, 75

intelecto 60 «- - - 46 - «­

100 5C - - 10,5 .. ­

Citrato 60 - - — 23 - c

100 87 - - 5.5 83 15

E‘osfoenolyirïm‘h 10 86 — - 55 146 2,65

20 - o - 26 78 3

3o - — - 11 73 6,6

Corisr 1to 10 - - - 50 140 2,8

3-decxi-3-uzraldxm
'rzeptulonfiriro7-Éï 10 - - — 64 173 2.7

Z'Ïnolpiruvil-shi-4
‘-'inato-5-P 10 - — - 75 165 2,2

(") Se midió lu actividad como en "métodos" pero pH 5,9 se usó bu­
d't‘crsuccinz:to-cacodilLto.) la actividad medidaen ausencia de
Libiior de G-6-P se: le dió el valor (lc 1’32”:a cada. pïï.l.
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Existen varias sustancias que comparten la pro­

piedad del maleato. Entre ellas cabe destacar al fosfoenolpiruvnto

que es 20 veces más efectivo que el ClK.Análogos del fbefoenolpiru­

veto comoel enolpiruvilehikimato-S-P, ooriemato y 3-deoxi-D-arabi­
no-heptulosóníoo-Y-Ptienen poder inhitorio similar. q

un cambio, la

inhibición por ClK no varía mayormente con el pH ( Tabla XI ).

10 - El efecto del DHl la inhibicióh gor nunleótidge

En una búsqueda de inhibidores más eficaces se

determinó el efecto de varios nunleótidosC Tabla XII )

TABLAXII - Efecto de nunleátidoa a diferentes pH (")

El? Inhibidor Eonozf pH 7.5 PH 5.9
"“m‘ Actividad Factor Actividad Factor
m H de añ} / de a

ï 0-6-P t'G’GP? vanidn b o-ó-P + G-óí’ Vaoióh

I Ninguno - 100 173 1,73 100 145 1,45

ATP 2, 5 - - o 28 132 4,7

5 61 146 2,4 10 95 9,5

AD}? 5 38 128 3,35 13 90 6.9

Alí}? 5 64 142 2,2 70 125 1,8

GTI? 5 89 178 2 14 9o 6,4

GDP 5 80 138 1,72 4o 65 1,6

Gm 5 77 158 2,05 65 125 1,9

DE 0,5 32 72 2,2 42 59 1,4

II Ninguno - 100 220 2,2 100 195 1,95

UTP 0,5 68 15o 2,2 57 114 2,0

UE? 3 18 34 1 ,9 27 68 2,5

(J) Condiciones de ensayo como en la Tabla XI
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21 ATP, D? y el CTP son los inhibidores más o­

ficaces.?1 AEP, GMPy G3? son mucho menos inhibitorios. Il glucosa­

6-fosfato mantiene a pH5,9 su poder revertidor, alcanzando lo: ing
tores de activación valores de hasta 9 comoen el caso del ¿TI 5 nik

La inhibición por UDPno Varín mayormente con el pH y no es reverti
da por ol glucosa-ó-fosfato.

Arm:11- dela ¿01’“¿1.
E1 comportamiento presentado por el ATP, A“? y

GTPa pH 5,9 presenta características similares al estudiado para —

los aniones a pH 7,5.

En la fig. 14 se puede observar que el AT?esun

inhibidor competitivo del UDP-glucosa,con K,Lde 0,62 mm.

A
NN)

8

-1

IogUDPG
1”(min/In/¿mo/es)

.0¿x

o,'5 1 _, fi
1/u0pa (mMJ

115. 14: (A) Efecto de la oonoentraoián de UDP-glucosa sobre la
velocidad de reacción en ausencia y en presencia do

ATP; Condiciones de ensayo como se indican en "métodos" pero u­
sando buffer suooinato-caoodilato ( 0,1 m en cada. uno) a pH 5,9.

(B) Gráfioohde Hill para los datos de (A).
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El gráfico de Lineweaver - Burk es reotilineo,

similar al obtenido para el 01K. Del gráfico de Hill para este sig
term se ha obtenido el valor de n igual a 1 an ausencia y presendk

de 1111:4123. 14 )

Por el contrario, al estudiar 1a velocidad de

reaccióh en función de la concentración de glucosa-ó-fosfato en a!
senoia de ATP,aperecen curvas sigmoidoefi (fis. 15).

—A

0.8'

.E Q6
E

> M
fi ' ATP ¿m
E 0!" mn
É ATP 5k;

> a2_

qbs o,'1o 0:15 0,5
G-ó-P mM

Pág. 15 : Efecto de la concentración de glucosa-ó-fosfato sobre la
velocidad de reacción en ausencia y en presencia de ATP.

Condiciones de ensayo como en la fig. 14o

Se puede observar que 0,2 Mee glucosa-ó-foefiï
to active 20 veces la inhibicián producida por 4 mmde ATP.



Paralelamnte, las ourvna de velocidad en fun­

ción de la concentración de ¿TP, a distintas concentraciones diga!
oosu-é-fosfato, muestranefectos cooperativos (fis. 16).

v(m/uno/es/mí'n)

l 4L l
4 6

ATP (mN)

Si“. 16: Efecto del ATI;
y cn ¿resenoih

ya cozo en la fic. 14.

sobre la velocidad de reacción en ausencia
de glucosa-6-fosfcto. Condiciones de ensa­

Bn la figura 17 se muestren los gráficos de Hill

- datos re,resentados en las figuras 15 y 16.

be puede observar que las pendientes alcanz an

valores hasta 2,3.
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i‘ilïo 1:1 = Grál‘ioos de Hill para los datos representados en las

figura." 15 y 16.
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1}. o L'órdii: de 1:: Sensibilidad u la. i1_l-ibición

Para obtener 12.1.2,pruebr adicional de lr,- similitud

¿e 3.o.":..ecaa:iemos de inhibición del .513?y del ClK se desensibilizó lu.

e:n;.:i..';'::.jo las; condiciones ya co; acidos. Iin este caso lzv dinitrofen_

l;_ciór sólo se detuvo yor dilución, dado que la :‘czcla de: incubación

contenía. suocineto-cacodilcto en vez de glioilglicim. comobuffer.

In la Tabla XIII se puede observar que hubo desea

sibilización al ATP,aunque no fue tan eficiente comoen el caso del

C11. Paralelamente, no se obtuvo pérdida. de sensibilidad c: 1:; inhibi­

ciór ¿:cz- L'Ï'Ï‘.

ELLE. ÏÏIII- Inhibición a 5,9 de 3:. tzníÉiE‘vÏ.dil'litI'OfCIlilíLd; (")

Concentración Inhibición ','.Ï.
Inlitidor

\ ría! "inzimunntiva "nzinz. dinitro.

5

C11. ECO 48 2

2,5 33 13
UDP 2 75 7o

(") L; dtitrofenilaoión y el ensayo de la enzima se llevrron 1 cubo
como e23.lr. F13. “3. Fn el 92.20.30se usó bui‘í'er succinato-oooodilir
to 0,11; pH.5,9.

13 - ¡bautismo de acción del ATP

l‘riednm; y Lerner ( CL) determinaron que por in­
. _ 2+

015111220151;ue la. ¿lucógeno eintetesa. de músculo con ATP- Hg se prodg

ciz, un: nuevr‘.form, de lz' enzimo'

Para estudiar si eeo ocurría con la. gluoógeno m}

tetas; (le ICXÉCUIE‘,se inoubó la: enzima en las: condiciones usuales ,
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u pH 5,9, en yresencia de 16 mu de ATPy en ausencia de UÉÏ-glucup.

durante 15 nin a 30°C. Este mezcla fue pasadr por ur: Column: de Se

phndex G-25 y se determúnó 1; actividad del efluxnte en distintas ­
condiciones.

In la Tabla XIVse presentan lan propiedades de

lc enzima antes y después del tratamiento.

TABLAXIV - Incuknción de la enzima con ¿TP (")

Actividad Factor de activaciáníocé?)
Enzima (-OCP)

o ATP + ATP o ATP + ATI”

sin traia: 100; 14 1,6 6,0
tratada 100 17 2,2 6,4

(") Condiciones de ensayo como en “metodos” pero se usd buffer aun­
oinato- oncodilcto de pH 5,9 ( 0,1 H ).

La preinoubaoión de la enzima con ATPno hace 1!

riar las propiedades de la misma,por ejemplo: inhibición por ATP,eg
tivaoión por glucosa-ó-fosfato y reversión de la inhibición. Se dae­

oarta, por lo tanto, 1a transformación de la enzima a una nueva fo;
mi! .

14 - Sedimentaoión de la enzima en presencia de ATP

Dadoque los estudios precedentes demostraron gn

el ATPproduce cambios en la afinidad del UDP-glucosa por la enzimay

que esta se halla asociada al glucógeno, se decidió estudiar el efqg
to del ATPsobre las propiedades de sedimentación de 1a enzima.



La enzima purificada con la cual se ha trabnjg

do fue obtenida por alusión con glucógeno de amilosa retr05radada,

es decir que tiene gran cantidad de dicho golisacfirido ( 50).?orqg
ta razón se decidió nmntener su conCentración eaturante y constan­

Por centrífugtción a 100.000 x g durante tres

horas, se ha determinado que la enzima sedimenta junto con el 512

oógeno,manteni6ndose adsorbi.a al mismo ( Tabla XV).

TABLAXV- Centrifucación de la enzima a 100,000 x g (").

Actividad Factor de
Preparacián . .

- G_6-ñ + c_6_n aotivncidr

Enzima 100 126 1,26

Sobrenadante de 100.000xg O 0 ­

Sedimento de 130.000 x g 360 560 1,56

(") A la actividad de la preparación original ( enzima purificada
según (50) ) en ausencia de glucosa-ó-fosfato se le dio el Yi
lor de 100. Las actividades del aobrenadnnte y del sedimento
de 100.000 x g fueron medidas en volúmenes equivalenfes al de
la enzima original. La actividad fue determinada según se in­
dica en "m‘todos",pero usando buffer succinato-cacodilato 0,1
H de PE 5’9­

Esta técnica fue utilizada , no sólo comomé­

todo de concentración de la enzima sino también para averiguar si

la adición de ATPproducía algun cambio en la afinidad de la ana;
ma por el ¿lucógeno. Para tal fin, 1a enzima fue centrifugada en

"Tenencia de ATP. Se encontró que la enzima se hallaba en el sedi



mento y que el sobrenadante carecía de actividad enzimática, medida

en presencia de glucosa-6-fosfato.

15 - Efecto de los iones magnesio

Los experimentos hasta ahora relatados fuer011

realizados en ausencia de iones magnesio.

Cuando se probó el efecto del acetato de magne­

sic a concentración lO mmaumentó la actividad de la enzima en un

50 fi, ya sec en ausencia o en presencia de glucosa-6-fosfato.Este g
fecto podía ser debido a dos causas:

a) que el magnesio formase un complejo con el UDP, transformán­

dolo así en una substancia no inhibitoriao

b) que existiese una activación "per se " de 1a enzima.

Ambasposibilidades fueron estudiadas.

El UDPa concentración 0,5 mminhibe un 68} la

actividad de la enzima,aotividad medida a UDP-glucosa0,4 nñh La a

dición de 10 mmde magnesio reduce esta inhibición a1 29 Á.

Por otra parte se observó activación de la enei
ma por magnesio cuando ee midió la actividad en condiciones en que

el UDPno inhibIa como producto de la reacción.

La ausencia de magnesiono invalida los experi­

mentos realiZadcs con respecto al ClK dado que este inhibe en la mig

ma proporción en ausencia o en presencia de magnesio.

No fue igual el resultado obtenido cuando se mi­

dió la inhibición por ATPenpresenoia de magnesio.3n la Tabla XVIse

puede observar que en esas condiciones la inhibición por ATPdisming

ye, probablemente debido a la formación de un complejo parcialmente
o no inhibitorio.



ATP e. pH 5,9 (")
TABLAXVI- Efecto de los iones magnesio sobre la inhibición por

Agregados e la mezcla standard de reacción

M62+ F‘ructcsa-l,6—diP lui! ATP 0.6.1: “thide Inti/21%?!
chfato 1ncrgfin.20mm SmM 5 mu

" ’ -- - 100

- ’ + - 17 83

' ’ - 116

" + - 58 50

+ - - 103

1 mu + + - 23 76

* - + 155

+ + + 103 33

' ' ° 116
- + - es 24

* ' - 80

5 mm + + - 43 46

+ - + 9o

+ + + 104

(") Condiciones experimentales comoen la fig. 14.

(') En cada caso , se tomó comoreferencia el valor obtenido con la
misma mezcla de reacción pero en ausencia de ATP.

En el citoplasma de 1a levadura existen varios

metabolitos que pueden formar sales poco disociadas con el magneab.

Por lo tanto en la tabla precedente ( Tabla XVI ) Se ha determinado
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la influencia de la presencia de los mismos sobre el par ATP-Mg+ y

su inhibición en la. glucógeno sintetesa.Para el caso se ha usado 1’13.

tasa-1,6-difosfsto y fosfato. Este último fue probado a concentración
no inhibitoria y ambosa concentraciones fisiológicas.

Se puede observar que la presencia de fosfato y

fructosa-1,6-difosfato en la mezclade reacción restituye el poder

inhibitorio del ATP,cuando existe magnesio en el medio. Esta inhi­

bición es revertido por el glucosa-ó-fosfato.

16 - Reproduoibilidad de los resultados

Debe mencionarse que ,dentro de una misma prepg

ración, los resultados fueron reproduoibles. Noobstante, al variar

de preparaciones,oambianlo: valores cuantitativos de la inhibición

por 01Ko ATP,dela reversión y de 1a activación por glucosa-ócfos­

fatoael esquemacualitativo se mantuvo.

Esto es de esperar dedo que se trata de una en­

zimaalostérica.

Este comportamiento es genera1.Cebe reoordarqul

las propiedades de las enzimas alost‘rioas radican en cambios en la

estructura terciaria y ounternaria de ln proteína,cambios que en e;
¿unas ocasiones pueden ser producidos por el simple mnnipuleo.
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III. D I S C U 5 I 0 N

1 - CONSIDERACIONES CINETICAS

En los experimentos realizados, la concentra..­

oión de gluoógeno se ha. mantohido constante. Estudios de la oináti
ca de la camina. respecto de la concentración de gluoógeno no han

sido realizados pues le. preparación utilimda contiene cantidadel

casi guarantee del mismo.(50). Por lo tanto, se asumeque las ao­
tividades enzimática medidasson un reflejo de las variaciones en

el sitio del UDP-glucosasolamente.

a) So le. ción

Aunquela inhibición por aniones es de tfix>cqg

petitivc (F15. 1, 2), las evidencias presentadas indican que el in
hibidor y el UDP-glucosa.posea: grupos ligantes diferentes sobre 1a.

superficie de la. enzima.

Se ha visto que no hay similitud estructural o;

tre. el UDP-glucosay los inhibidores.

La inhibición es revertida por el glucosa-ó-q
fate mientras que 1a inhibición por UDP,inhibidor competitivo (F;
gura 3), se mantiene constante en ausencia y en presencia del ¿e o

ter foefórioo (Tabla I).

Finalmente, el hecho de que la. enzima haya. po­

dido ser desemibilizada a. estos inhibidores, sin pérdida mayordo

la “ctiviúuú, mientras que el UDPcontinúa. inhibiendo (Tabla VI)B¡

una. prueba. decisiva de que nos hallamos ante un fenómeno de tipo g
lostérioo. Unaprueba indirecta de que el sitio oatalítico se ha
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mantenidointacto durante la dinitrofenilación está dada por el

hecho de que a dos concentraciones dil'erentes, la inhibición por

UDPno varía (Tabla VI).

b) Sc a rave i

Se ha determinado que la inhibición por ani;
nes es contrarrestada por el glucosa-ó-fosfato y e]. glucosamina­
6-foei‘ato .

A1estudiar la cinética de los inhibidoru m

presencia de glwosa-óofosfato o viceversa (Fig. 4 y 5) se obtu­

vieron curvas sigmoidee indicando que ambos efectoree poseen más

de un sitio de unión sobre la enzima. Este hecho se confirma ocn

los valores pendientesde“iosgráficos de Hill (Figd B
y C); de allí se infiere que cada ligando (cloruro y glucosa-6­

fcsi’ato) pccee por lo menostres sitios.

No se puede afirmar si estos sitios son conn_.\

nes para el inhibidor y el glucosa-ó-fosfatc. Noobstante exis ­

ten evidencias indirectas de que cada ei'ector posee sus grupos 1_i_

gentes propios:

I) A altas concentraciones del inhibidor, el glucosa-ó-fosfatcee
incapaz de contrarrestar esta inhibición (Fig. 4).

II) E1 glucosa-ó-fcefatc no protege el sitio del inhibidor dura;
te 1a dinitrofenilación (Tabla VII).

o) 5222 la activación

se ha comprobado que este efecto no tiene r_e_

lación con el fenómenode reversión.

La activación es compartida por una serie!!!
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tante amplia de substancias mientras que la reversión es específi­

ca para el glucosa-ó-fcsrato y el glucosamina-ó-foefato (Tabla IX)

Ambosefectos, reversión y activación, tienen
parámetros cinéticos diferentes: el proceso de activación hace van

ria: 1:. vw del sie-tem manteniendoinmriable la Km(F15. 11), ­
mientras que la reversión produce un cambio en 1a afinidad del UDP

glucosa (F1302)e

Finalmente durante el proceso de dinitrofenilg
ción se obtiene una desaparición completa del fenómenode inhibi ­

ción y consecuentemente del de reversión. Por otro lado, la enzima

sigue siendo activable por el glucoeanó-fosfato. Las característi­
cas de la activación han variado dado que la curva de pH es dife ­

rento (Fig. 10).

De lc anteriormente expuesto se puede postular

la existencia de sitios específicos (sigmcidicidad de las curvasdb

la Fig. 12) sobre la enzima para los activadores. La existencia de

los mismosexplicaría el efecto activador del cloruro sobre la en­

zima dinitrotenilada (F13. B); en esas condiciones ha desaparecido

el poder inhibitorio y predomina 1a aotiv=cidu. Cabe recordar que

la enzima, a concentraciones elevadas de glucosa-6-fosfatc, es ac­
tivada por cloruro (Fig. 5). Por otra parte el sulfato y el fosfa­

to, inhibidores a altas concentraciones, yroduoenactivación a oq!
centración 10 dM.

2 - TEORIJES Y MODELOS DE ICE-GUIACION ALOSTIIRICA

Las primeras especulaciones para dar una base

molecular al comportamiento de las enzimas cuya actividad está mc­

dulada por la presencia de metabolitos, proviene del trabajo de Ogg
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hart y Pardee (104). En él postulaban la existencia de sitios ind;
pendientes y específicos sobre la enzima para el sustrato y el me­

tabolito; 1a presencia de este último producía cambios conformacig
nales en la enzima, de donde la interacción con el sustrato.

Esta suposición fue sustentada por posteriores
estudios sobre otrasenzimas: treonina-dehidrasa de Escherichia Cc­

li (105, 106) y fosfcfructoquinasa (107, 108). La prueba necesaria

para verificar dichas ideas provino de Gerhart y Schachman(109) ,

que mediante el uso de p-merouribenzoato produjeron la disocia ­

ción de 1a aspárticc - transoarbamilasa en dos tipos de subunida ­

des: "suhunidad oatalítioa“ que pocas toda 1a actividad enzimática

y es insensible a1 metabolito regulador y 1a "subunidad reguleto ­

ria", que posee el sitio receptor para el regulador y no posee ao­
tividad oatalítioa. La subunidod'oatalítioa aislada posee cinética

Michasliana, pero su unión con las unidades regulatorias da lugar

a la aparición de cinética sigmoide (109).

La aparición de curvas sigmoides sugirió que

estos sistemas no cumplían los postulados de la cinética clásica c

Miohaeliana. De ahí 1a necesidad de modelos nuevos para explicar gi
te problema.

Actualmente se han propuesto dos esquemas!

a) La teoría de Monod, Wynmny Changeux (110).

Mcnod, Wymany Changeu: postulan la existencia

de proteínas formadas por subunidades identicas (c protómeros) seg
ciadas en tal forma que ocupan posiciones simétrioas. En cada sub­

unidad existe un sitio específico para el sustrato y otro sitio pg
ra el mutabolito regulador.

Estas enzimas pueden existir en por le menos<tl
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formes en equilibrio, interconvertiblea entre sí, a las que denoq¿
nan T y R:

7.:}? (I)

La transición entre T y R, o transición elegi!
rica, es de forma tal que la simetría de la enzima se conserVE (es

decir que, todos los protómeros deben tener en cada momentola mig

maconfiguración).

El efecto de un ligando (F), al combinarse pg;
ferencialmente con una de las dos formas, será de modificar el e­

quilibrio (I), comose indica en (II).7.: H
-F1l*F unÏF
HW

rr
.2

Compresultado de este proceso, la afinidad a­

'parente para los nuevos ligandos que se unen a 1a enzima aumenta .

Matemátioemente,'fionod y ool. (110) han demostrado que dicho efec­

to; mostrará efectos homotrópioos (") cooperativos, fenómeno que
se evidencia en la aparición de curvas sigmoidee.

b) Las teorías de Koahland (111,112) ¡Atkinson (113, 114).

Atkinson y Koshland, separadamente, han presea
tado teorías similares.

(") Los autores han denominado"efecto homotrápioo'hh interaccián
entre ligandos iguales, y "efecto heterotrópioo" a le interac­
ción entre ligandos diferentes.
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Explican los resultados obtenidos mediante un

modeloque difiere fundamentalmentedel anterior en que la proteina

puede existir en estados conformacionales híbridos, es decir que qa

da subunidad puede cambiar de forma sin producir un cambio de la mig

ma magnitud en las subunidades adyacentes. No obstante, el oambioem

la configuración de una subunidad producido por 1a entrada de un li
gando, puede cambiar la estabilidad relativa de las configuraciones

de las subunidades adyacentes por interacción entre las mismas. Así

la entrada de un ligando en un sitio produce un cambio oonfiguracig
nal tal que puede aumentar o disminuir la afinidad hacia el ligando

en un segundo sitio y así sucesivamente.

3 o APLICACIONES DE LAS TEORIAS ALCSTLRICAS A LA GLUCOGZNOSIHTEÏÉ:
SA DE LEVADUBA

Al comparar los resultados obtenidos con las cg
racterietioas del sistema de Monody col. surgen algunas discrepan­
cias.

Hemosvisto que según esta teoria, las variaoyg
nes en la afinidad de un efector al combinarse preferencialmente ocn

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

En nuestro caso, la presencia de cloruro da lu­

gar a una variación en la afinidad del UDP-glucosapero no aparecen

efectos cooperativos (F13. 1). Esta discrepancia puede solunionarse

si se postula un solo sitio para sl UDP-glucosasobre la enzima.

Asimismo, se ha visto que los gráficos de la y!
locidad en función de la concentración de glucosa-ó-fosfato en pre­

sencia de cloruro y viceversa son eigmoides. De alli se deduce que

tanto el enter fosfórioo comolos inhibidores aniónioos poseerángnr

lo menos, un sitio cada uno por subunidad.



La aplicación de 1a teoría de Atkinson-Kcshland

a este modelorequiere una restricción adicional. Para obtener en

este caso gráficos de Lineweaver- Burk rectilíneos e inhibicióncqg

petitivc, el sustrato sólo puedeunirse a la fracción de enzimal;
bre de inhibidor.

Loa resultados de la Tabla VII parecen afirmar

este suposición. La dinitrcfenilación de la enzimaen presencia del

inhibidor y del sustrato lleva a una perdida casi total de la coti­
vidad. “ha probable explicación a este fenómenosería la siguiente!

la presencia de cloruro impide que el UDP-glucosaproteja su sitio

estulítico y en estas condiciones este es dinitrofenilado con perii
da de la actividad.

Recientemente se ha demostrado que 1a N-ncetil­

glutamatc S-fosfctransferasa, enzima del camino metabólico de 1a

biosíntesis de arginina en Clamvdomonas,posee un sitio oatalíticc

y dos sitios regulatorios (115). Por otra parte, existen varias en­

zhnas regulatorias (116, 117, 118 y 119) con características siuilí
res e la glucógenosintetasa de levadura: presentan gráficos de Li­
ncueaver - Burk rectilfneos en presencia y en ausencia del inhibi ­

dor comyetitivo; pero en estos casos no se ha estudiado la cinética

respecto de la concentración del inhibidor. Por lo tanto, este tipo
de comportamiento podría no ser una excepción' Uh esisdio más pro ­

fundo sobre estas enzimas podría suministrar mayor información para
la interpretación de los fenómenosalcstárioos .

4 - MODELO TLNTATIVO PARA LA GLUCOGEND SINTBTASA DE LEVADURAV

En baso a los resultaáos obtenidos se ha esque­

natizado en la Fig. 18 un posible modelo molecular de esta enzima.
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¿ly 100t

bi .18:Esquematentativadelainteracciónentrelaenzimaylosefectoresalostárico:..

solossitiosparaelUD?—g1ucosayelglucóceno;A,sitioparaelactivadorunión G-6-P,glucosa-ó-fosfdto;1-,1nhibidoraloqtérico.
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Se ¡res-ent; Nm ¿:olo 275.7;10 c: cf v1.0 :Le los

n 1‘-ï.=t:.':"‘:;o."ï,ITE-¿luces y «¿lucógenm .ïÍo 12721..022in re.- lizrrrse emu­

dios Tot-re mart-eúltimo, te le La (Ladoun solo t‘iuiO .¿rr :‘implii'i­

capr el modelo. "r: el mismo lun-¡ar te En u2"ic:;do, ,¿-.'::-.sin. vliéïicfirfl

sitio del activador, azungueexisten evidencias
te poseería más de un sitio.

1.:30!‘sitios se hallan ubicados sobre una sub­

vnidad centra. y única. od 54401;, :c. crrmentrzuz las su‘Lmúdacles

regulatorias que se dibujmio ez. número :‘e tres: (de 10:: datos

obtenidos de los k; :ïficos ue Hill). Sobre Crd-3.uni-¿rd rehvlatoria,

existe ur aii-io rra el irúíi'L‘idor y otro ¿rrh el __,1ucor=a-(-:‘.‘osi'a­

to, que 301314.".como rÉ-I'a'll'vL‘UJI' ie- 1: ir‘ui‘zición.

L1: .i::¡:.i32uci ’2’.:Lc lr. :¿‘iniriad se ha regreL-en g

dc mediante sitios cer ados.

Er. a riguu‘a. se presentar; tres c:="or=.dos-extra ­

mos de la enzirnn. Ïn el centro se halla. libre de ¿factores ¿1031:6­

ricos ¿or lo tanto relajada.

“or lv. adición de moléculm de iz;}v=.i1,idorla. e31

sima se. satura. del mismo, se ¿entrae y los sitos Cel activador se

hacen menos accesibles. .Ï’ero, la ¿ji-esencia de este último desglaz-¿a

el equilibrio hacia una yor-mc.mi; favorable ¿»r-1‘11el mismo, ¿155m3

yendo ¡así la afinidad garzael inhibidor.

sta: no son las tres: únicas form-s 301112135de

lt. enzima, dado que existen formas: intermedirs que zïe¿e:';rlenio las

cantidades relativas de inhibidor y de ¿lucosa-C-Iosi‘nto presentes.
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5 - LL TWHTHTCLUL SOR BUCLEOTIDOS

Las substancias probadas en la Tabla I inhiben

a concentraciones muyelevadas (0,1 - 0,2 H) y por lo tanto no fi­

siológicas. Posteriormente, se estudió el efecto de varios nucleó­

tidos pero esta vez c pH5,9.

Las pruebas cinéticas obtenidas (Pia. 14) y el

experílznentode dinitrofenilación (Tabla XIII) indican qu. la inhi­

bición es de tipo alostérico.

Dadoque la inhibición por cloruro no aumenta

al disminuir el pH se deduce que la acción del pH se basa en la ig
nizaoión del inhibidor y no de la enzima.

Los datos bibliográficos existentes (120, 121,

122) asignar al ATPconcentraciones fisiológicas que qscilan entre

2 y 5 mu. for otra parte, se ha indicado qu el pHcelular de la lg
vadura (102, 103) parece ser alrededor de 6. De los valores de la

Tabla XII se deduce que el ATPy el AD?son fuertemente inhibito ­

rios a concentraciones y.a1 pHfisiológico de la levadura.

El glucosa-ó-fosfato es capaz de revertir la

inhibición de estos dos nucleótidos; pequeños cambios en su conoqg
tración producen grandes variaciones en la actividad de la enzima
inhibida.

Todos estos factores configuran un panorama a­

tractivo para la postulación de_un mecanismode regulación de la

síntesis de glucógeno, que tenga vigencia "in vivo".

meobstante, un gosible sistemr regulatorio og

sado en la inLihioión por ATPparecería, a primera vista, paradóli
oo. El ATPes el compuesto primario de reserva de energía y es la
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vía casi obligada para la transferencia ¿e grupos fosfatos de alta

energía, a partir de los procesos respiratorios a los sistemas qua

en la célula necesitan energía.

La energía almacenada en el ATPes en algunos

casos usada directamente y en otros debe ser previamente transfer;
da a compuestos similares a1 mismo, en estructura y función.

En el caso de 1a síntesis del gluoógeno el aqi

trato, UDP-glucosa, se forma a partir de UTPy glucosa-l-fosfdblqg
diante 1a siguiente serie de reacciones (123, 124)

UOP+ATP .—_> UTPfADP

UTP+ 6-149: UDPG+ Pe.

Del siguiente esquema se puede observar que la

síntesis de glunógeno se lleVará a cabo cuando exista una providdh

suficiente de energía acumulada en forma de ATP.

A T P

‘ uÏPÁU P

5-1.}: (Glucosaáfl

UD P (Glucosagn

FÍg 19



- 72,­

Por otra parte, la degradación ¿el gluodgeno lg
rá lugar a ln formación de ATP.

De lo antes expuesto se deduce que el AT? no QE

biera ser un inhibidor de le síntesis de le substancia para cuyag!
mación actúa comofuente de energía. Pero cabe recordar que aunque

su concentración disminuya, se transformará en ADPque es un inhioi

dor tan efectivo comoel ATP. Por lo tanto, no serán los cambios r3

lativos de las concentraciones de ¿DPy AT los que afectarán la eg

tividad de le enzima, dado que la suma de los concentraciones de

ambos la mantendrá permanentementeinhibida. Seré entonces el glqu
sa-6-fosfeto el factor responsable de la regulación de le misma.

6 - LHOJOSICIOF Li UI IFCLNISHC DK HLGUQÉFICH DE LA ACTIVIDAD TI LA
GLUCOGÉIC SINÏ”ÏA:. DE LIVADURA.

En base a los resultados ottenidoe y a las ide­

as anteriormehte equestas se postula un mecanismode regulación eg
quematizado en 1p F15. 20;

El glucosa-ó-fosfato es el primer producto del
mesooatalizado por la hexoquinasa. Enn.metabolismo de la glucosa,

la levadura esta enzima no es inhibide por el producto de reacción,

es decir el glucosa-ó-fosfato (125). irte es transformado en fructg
sa-ó-fosfato mediante la glucosa-ó-fosfato isomnraea. Suponienïaque

este reacción está en equilibrio, el paso limitante y determinante
de la concentración del glucosa-ó-foefato será le fosfofruotoquina­

sa. Fn levadura, la actividad de esta enzima está determinada ;or

11-;relación ATP/Mm (126).

Cuandola relación ATP/AEPes alta, la fosfo ­

fructoquinasa se halle inhibida y la fruotosa-l, 6-d1fosfatase ao­
tivade. En este caso, la concentración de fruotoea-ó fosfato será



9/“C0,96770

>g

x\

l"'\
I\

1 ,
piruvato—_.aminoacidos

215.20:Esquematentativoderegulacióndela¿Imágenosíntoma.delemdura.—>:ostixmlación

de1anaooiómx¡inhibicióndelanaoaidín(símbolosdeacuerdoa.Atkinson<97))

- '(3 ­
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altp y connecuentenwntelo será 1: de glucosa-6-fosfato. ¿l elevqï

se 03 nivel ¿e ¿lncosn-G-Josiato se desinhibirá la ¿lucógenc sintg
tuSL (inLibidn constantemente gor ¿T? y ¿33), yroduciéndoee sinto­

I ‘ '
als (¿p ¡]¡,)co:.,'enOo

En la situición inversa, un decir a relaciones

1T“/AKÏbujus, el fructosn-C-foefato se transformará en fructosa ­

1,6-difosfoto, pues la inhibición por ¿TP de la fosfofruntoquinasa
habré desagarecido por acción del iÏÏ. Él ¿lucosr-ó-ïosfut nrlrfi

disripuíño, deteriéndose la síntesi: de ¿lucó;eno.

LÏste acotnismo ¿e regulación esmï relacionado

¿l :iyfema eNergético Je la lovuiura.

.p.:1 base a trabajos efectuados _or Trevelyan y

Ïurrison (127) se yuede su¿erir un mecanismosimilar relacionado
al crecimiento de las células.

Travelynn y Harrison Lan determinado que tanto

e? gluoógero como 11 trehalosr se ncurmlon en oélulns de levadura

ircahrdar CLun amdic ¿ue contiene 0;3 I ¿e ¿lucosa y sules.á1 aqi

cionar sales ¿e amonioa este medio, la sintesis de hidratosdn 0Q;
bono ¿e reserw¿ se detiene. Ixisten evidencias indirectas, basadas

en ex;erimentos ¿e íermeztución alcohólicn de levaduras (128), que
hacen sugoner ue la en ima estimulada ¿or la presencia ce soles

de amonio es ln iosïoïructoquinusa. En uusenoin de amonio, la glup

cosa es trancïornudn en hexosnrgnofosfntos que se acumulan. La ¿gg
sencia del oatión groduce la fermentación de los ¿steres fosfóri ­
cos.

Íor otra parte, Lowryy ‘assonneau (129)han qa
contrado activación de ln fosfoïruotouuinasa fiinnl ¡or el ión amo
nio.



En base a las evidencias expuestas, los experi­

mentos de Trevelyan y Harrison se explicarian de la siguiente for ­

rms los iones amonio activan la PERproduciéndose una disminución ­

del glucosa-ó-fosfato. En seas condiciones la gluoógenosintetasacs

inhibida por el 1T? y el ¿BP deteniéndose así 1a síntesis de gluoó­

gene. Bs así que el carbono de la glucosa se oanalizará vía glicóli
sis para dar lugar a la formación de substancias nitrogenadas nece­

sarias para el crecimiento.

7 ‘ CONSIDERACIONÏS SOBRE LA REGULACION POR HETABOLITOS Y POR HORMQ

NAS EN SERES DI DISTINTO GRADO DT COïPLÏJIDAD

Razones de complejidad y evolución parecen apo­

yar el esquemade regulación anteriormente postulado.

Los organismos unicelulares, tienen funciones rqg

tringidas: crecer y multiplicarse. Ps lógico pues suponer que una EL
gulación basada en la variación de niveles de metabolitos sea sufi­

ciente para cumplir sus necesidades. En nuestro caso, la actividadde

la glucógeno sintetasu de levadura se hallnría moduladapor la Varig
ción en los niveles de glucosa-ó-fosfato y la presencia constante dc

ATP y ADP.

La evolución ha llevado a las c‘lulac c diferen­

ciarse,agruparse en tejidos, éstos en órganos para dar lugar a serca
complejos que deben llevar a cabo una gran cantidad de funciones.

Tomemoscomo ejemplo la aparición de una "reac o

ción de alarma" en animales. una de las respuestas a esta situaciár.

es la descarga de adrenalina. Comose ha descripto en "Introducciór?
una de las acciones de la adrenalina se ubica a nivel de 1a activn ­

cidn de la adcnil ciclasa, que da lugar e la formación dc 3’ 5' AMP.
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Por l ,resencia de este último ue produce uLa actiVZGión "en casqg

C”" ( 130) de enziuzr cuyo reeultndo final ee 1a traLsforzsoión de

fotïoríldsa g'en,g_y de ¿lucógeno ¿irtetesa iLdeperdicnte en depen­
diente, activadePe así la glucoúnólisix.

“gra agregar otro ejemglo de la rapidez a res­

puestas ;or mecanismossimilares, cake recordar el ci;tem¿ de ooaqg
1 oióh sanvuínea.

Estos mecanismosse caracterizan por la presen­

cia de LL “sistema disparador" - en nuestro caso os la tctivaoiánds

1a adenil oioluaa- y un"sistemfl amplificador" - transformaciones s3
cesivas ¿e enzimas inuctivns en activos o.viceversa ,por la aociór:

de otras casinos. Deesta forma pueden ser satiafboha; las necesiq¿
¿es urgentes en forma rápida.

Hopor lo anteriorueLte expuesto dzhe dejarseck

lado 1: eaisteacia de sisteras de regulacióh yor variaciones en los

niveles de Lettbolitos, en animales. Éstos mecanismosllenarfán las

necesidades locales de las c‘lulas, mientras que el sistema hormonal

sa encargarfe de efectuar las conecciones con otros lugares del orgg
11íszno.

L1 esquema de regu130161 propuesto debe ser con­

firmuao. Kara ello es necesario d(tarminar los niveles de ATP,APP,

¿lucesu-ó-fcsfatc y glucógenoen distintas condiciones de crecimien­
to y "habitat" de la levadura.
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