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PRESENTACIÓ

El mecanisme d�acci6 a nivell molecular de les hor­

mones glucag6, epinefrina i insulina constitueix el centre

d'interés al qual apunta el nostre treball. Un camí èspeciàl­

ment adequat per aproximar-nos als fets desencadenats a la

cèl.lula per l�arribada dels senyals hormonals esmentats és

el que es basa en emprar com a testimonis d'aquests fets les

vies de síntesi i degradaci6 del glicogen, e.l carbohidrat de

reserva als animals i a l'home, Ben justament, car:

a) aquestes vies metabòliques s6n molt susceptibles a les

accions hormonals,

b) s6n comunes a la majoria .dels teixits de mamífer, tot

i que a cadascun d�aquests hi presenten característiques

particulars,

c) ocupen una posici6 clau dins del metabolisme energè­
tic de l'organisme

A més, hem fixat l�atenci6 en el teixit hepàtic.
Al fetge, òrgan que té un paper cabdal en l'administraci6 de

la reserva de carbohidrats de l�organisme, el mecanisme i les

particularitats del contol hormonal de les vies metabòliques
del glicogen presenta encara molts punts obscurs, Els conei-



v

xements actuals sobre el tema estan ben allunyats de conclu­

sions definitives.

En el transcurs dels darrers vint anys treballs no­

tabilíssims dins la Bioquímica han reeixit a mostrar bastant

clarament quin és el mecanisme utilitzat per les hormones corn

.l'epinefrina per for�ar el catabolisme i la producció drener­

gia al teixit muscular. Ara bé, l'extrapolació gratuïta d'a­

questes troballes per al cas del fetge és una operació extre­

madament perillosa. El glucagó i la pròpia epinefrina impul­

sen la glicogenolisi hepàtica. Per la temptació de simplifi­

car hom podria atribuir a ambdues hormonesm mecanisme d'acció

al fetge igual al que opera al múscul esquelètic a mercé de

l'epinefrina. Durant una bona colla d'anys recents no s'ha

comptat amb cap evidència experimental sèria contra aquesta

suposició. Fero certes troballes han anat suggerint grans di­

ferències entre la manera de fer del glucagó i de l'epinefri­

na al fetge, i entre la manera corn actua aquesta darrera hor­

mona al teixit muscular o a l"'hepàtic.

D'altra banda també cal contemplar l'acció de la in­

sulina. L'efectivitat del control del metabolisme hepàtic per

aquesta hormona ha estat motiu de controversia àmpliament de­

batut. A aquest fet hi han contribuït la dificultat per obser­

var efectes directes de l'hormona sobre els elements cel.lulars

i el desconeixement existent sobre els detalls del seu meca­

nisme d'acció el qual es revel.la complexíssim.

Tal estat de coses ofereix una oportunitat àmplia per

a treballar-hi. Per fer-ho hem escollit la tècnica que actual­

ment permet la millor aproximació als esdeveniments desencade­

nats pels estímuls hormonals sobre el metabolisme hepàtic; ens

referim a l'isolament i utilització corn a material d'estudi de

cèl'lules del parènquima hepàtic de mamífer �ata) intactes es-
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tructural i funcionalment.

Les dades obtingudes en el present estudi clarifi­

quen el mecanisme d'acci6 del glucagó, defineixen el carac­

ter dels efectes de l'epinefrina i recolzenrermament lo pos­

sibilitat del control del metabolisme hepàtic del glicogen

per la insulina.
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1.1. EL METABOLISME DEL GLICOGEN I LA SEVA REGULACIÓ:
UN MODEL ALTAMENT COMPLEX D'INTERRELACIÓ MOLECULAR,

Amb una freqüència gairebé absoluta als sistemesbio

lògics els cal captar, d'una manera o d'una altra, molècules

relativament complexes del medi extern i degradar-les deslliu

rant-ne l'energia que contenen per tal d'utilizarla en el man

teniment de llur activitat vital. Molt sovint, també, els pro

cessos de captaci6 de molècules riques energèticament i els

degradatius, fenomens desvinculats entre sí, es produeixen amb

intensitat fluctuant. Les fases de baix consum d'energia po­

den ser simultànies amb l'entrada al sistema de materials pr�

sents a l'entorn i aleshores el saldo d'ingrés és notòriament

positiu. Alternativament, aquesta economia pren el signe con­

trari: les despeses energètiques incrementades, o àdhuc desen

cadenades de sobte, poden superar amb escreix l'aport del me­

di. A molts organismes aquests fe t.s-h an pressionat l' apàrici6 de

formes d'acumulaci6 i reserva, i de cessi6 en el moment opor­

tú, de les molècules donadores d'energia.

Quan el sistema viu és la cèl.lula animal i l'obten

ci6 d'energia es basa en oxidar metab6licament molècules de

glucosa, el dipòsit que les acumula per cedirIes quan calgui
és el glicogen, un polímer de glucosa, un polisacàrid doncs,

estructurat en cadenes intensament ramificades formades per
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unitats glucosíliques enllaçades entre elles. Aquesta estruc­

tura el fa molt apte per a ser mobilitzat ràpidament per la

.

glicogen fosforilasa, l'enzim responsable de la seva degrada­
ció, que actua sobre els extrems de les cadenes separant-ne u

ni tats de glucosa l-fosfat.L'estructura ramificada també li

confereix una solubilitat elevada i l'alt pes molecular que

li es propi fa que exerceixi una pressi6 osmbtica modesta al

costat de la que produiria una quantitat comparable de gluco­
sa lliure. La localizaci6 del glicogen a la cèl.lula és predo
minantment citoplasm�tica. Es presenta associat fortament amb

proteïnes, i en especial amb les que actuen com a enzims del

seu metabolisme.

La glicogen sintasa i la glicogen fosforilasa s6n,
respectivament, els enzims responsables directes de la forma­

ci6 i degradaci6 del carbohidrat. La via de síntesi general­
ment acceptada segueix el pas de glucosa a glucosa 6-fosfat i,

d'aquesta a glucosa i-fosfat. El donador de grups glucosil a

la reacci6 de la glicogen sintasa és la uridina difosfo gluc�
sa (UDPG) formada per acci6 de la UDPG-pirofosforilasa sobre

la glucosa i-fosfat i l'uridina trifosfat (UTP) (ESQUEMA I).
El procés degradatiu es basa en la separaci6 d'unitats de glu
cosa i-fosfat a partir de glicogen en la reacció que catalit­

za la glicogen fosforilasa. La glucosa i-fosfat alliberada pot
passar a glucosa 6-fosfat posant-se a l'abast del procés gli­
colític deslliurador de l'energia continguda a la molècula del

monosacàrid.

Com a conseqüència del desenvolupament evolutiu,
els animals superiors, i entre ells l'home, s6n un agrupament
de cèl.lules simples i altament diferenciades que derivaren

potser d'una cèl.lula indiferenciada existent fa centenars de

milions d'anys. La diferenciaci6 comportà l'especialitzaci6
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d'unes cèl.lules en una determinada funció de la qual en po­

gueren prescindir unes altres per, al seu torn, diferenciar­

se també. El resultat final ha estat l' aparici6 d'una alt grau

d'interdependència d'una banda i, de l'altra, l'establiment

d'acurats sistemes de control de les funcions primordials. Co�
trolar de manera efectiva i a n i.ve Ll, general certes funcions

comporta necessàriament enfrontar-se a problemes de comunica­

ció especffica derivats de la separació espacial dels compo­

nents funcionals de l'organisme. L'establiment de glàndules en

docrines cobreix en molts casos.aquesta necessitat. Les hormo

nes que lliuren a la sang serveixen de senyal especffic per a

justar les funcions d'unes cèl.lules determinades als requeri
ments generals de l'organisme.

L'acumulació, la distribuci6 i la utilització de ma

terial energètic en forma de glicogen, contitueixen casos ge­

nuins de processos que impliquen interrelaci6 entre teixits i

control general mitjan�ant hormones.

D'antuvi, interrelació entre teixits. Malgrat que

el glicogen està present a les cèl.lules de la major part dels

teixits de l'organisme d'un mamífer, cal distingir clarament

el sentit fisiològic que té en cada cas la presència d'aquest
carbohidrat. De fet, a la majoria de teixits, dels quals se'n

ha pres com a model el múscul esquelètic per la seva import�n
cia quantitativa, el. glicogen hi té una funci6 de reserva li­

mitada de glucosa inmediatament movilitzable per a l'ús parti
cular de la cèl.lula que el conté, i res mes. El control que

exerceix la pròpia cèl.lula, i el control exterior tenen la

missió de menar el metabolisme vers la sfntesi o la degrada­
ció del polisacàrid segons que calgui. Ara bé, al fetge, br-

.

gan amb un potencial metabòlic formidable,' la presència de gli

cogen revesteix unes caracterfstiques especials i importantf�
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ESQUEMA l : VIES VE �ÍNTES1 l VEGRAVAC16 VEL GLICOGEN
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simes. La capacitat relativa del fetge per acumular glicogen
�s molt elevada a difer'ència dels altres teixits. Quan la glu­
cos a i altres substrats glicog'ènics apareixen sobtadament a la

sang despr�s d'una ingesta, són tranformats en polisac�rid i

acumulats. El fetge, que t� la possibilitat especifica de

t-ransformar glucosa 6-fosfat en glucosa per acció de l'enzim

.

glucosa 6-fosfatasa, es converteix des d'ara en l'administra­

dor de la reserva de glucosa de l'organisme. Quan les necessi

tats generals ho imposin, el glicogen hep�tic serh degradat
fins a glucosa la qual, vessada a la sang, arribarh als llocs

que la reclamin. Aquestes interrelacions es presenten en l'ES

QUEMA Il.

l tamb� control per hormones. Tot i que simples can

•

vis a la concentració de metabolits i d'ions a l'interior de

la cèl.lula poden modificar conseqüentment el metabolisme del

glicogen, el control més potent a nivell general �s el prota-

.

gonitzat per les hormones. La glicogen sintasa i la fosforila

sa són enzims regulables per canvis en llur grau de fosforila

ció o contingut en fosfat unit covalentment a la molècula pro

telca. Les formes de la glicogen sintada actives fisioltJgica­

ment són les no fosforilades (formes I), mentre que les m�s

actives de la fosforilasa són, precisament, les fosforilades

(formes a). Els canvis del grau de fosforilació poden ser in­

duïts per la presència d'hormones a l'entorn cel.lular. Hormo

nes com el glucagó i les catecolamines, altrament anomenadas

ho�mones glicogenolítiques, provoquen en molts teixits la fos

forilació de la sintasa i de la fosforilasa mitjançant l'acti

vació de proteïna quinases, els enzims que catalitzen aquest

tipus de reacció. En conseqüència la sintasa resulta inhibida

i la fosforilasa activada. El resultat net de l'operació �s

la conducció de metabolisme del glico.gen . vers la degradació

(ESQUEMA III). Hormones com la insulina, al contrari, poden
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ESQUEMA 11: EL GLICOGEN COM A RESERVA ENERGETICA VE L'ORGANISME:

RELACIÓ ENTRE LA FUNCIÓ AVMINISTRAVORA VEL FETGE l LA
,

UTILITZACIO A ALTRES TEIXITS.
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provocar el fenomen invers, és a dir, la pèrdua del fosfat lli

.

gat als enzims, per mecanismes encara mal coneguts. El resul­

tat d'una acció hormonal d'aquest tipus és l'increment de la

síntesi del. glicogen.

Els mecanismes detallats pels quals els senyals ho�
monals que arriben a la cèl.lula es materiallitzen en canvis

de l'activitat de la glicogen sintasa i de la fosforilasa,

quins són? Cal tenir clar que cap de les hormones esmentades

penetra a l'interiòr de la cèl.lula i que per a dur a terme

llur efecte, el. senyal hormonal que arriba a la membrana cito

plasmàtica ha de recòrrer viaranys específics i complexes a­

bans de modificar covalentment ambd6s enzims.

Els fenomens involucrats en els mecanismes d'acció

d'aquestes hormones presenten unes característiques decidida­

ment sofisticades als nostres ulls. S'hi inclouen fixacions·

específiques de les hormones a receptors de membrana, interac

cions intra i interprotêiques, dissociacib i reassociacib de

proteïnes formades per subunitats diferents, mecanismes de ser

vocontrol d'activitat enzim�tica, etc.

Ha passat una vintena d'anys d'enç� que la import��
cia de l'adenosina monofosfat cíclic (AMP cíclic) en la regu­

lació del metabolisme de'I. glicogen va èsser reconeguda per pri

mera vegada per l'equip de Sutherland (1, 2), uns quinze anys

des de que el grup de Larner va demostrar l'existència de dues

formes de la. glicogen sintasa amb diferent activitat (3) i

llur interconversió per una seqüència de reaccions de fosfori

lació i desfosforilació (4) i tan sols deu anys des que la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic va ésser descoberta

al laboratori de Krebs (5). Amb aquestes troballes va èsser

possible bastir una teoria v�lida per a explicar la vía per



ESQUEMA III: LA INTERCONVERSIÓ VELS ENZIMS RESPONSABLES VE LA StNTE

SI l VEGRAVACI6 VEL GLICOGEN

9
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la qual l'epinefrina (adrenalina) estimula la degradaci6
del glicogen al müscul esquelètic (6, 7) (ESQUEMA IV) que po�
teriorment s'ha fet extensiva a altres teixits i altres hormo

nes, les quals, com l'epinefrina, incrementen els nivells i!!,
tracel.lulars d'AMP cíclic. Per exemple, el glucagó al fetge.

Aquesta via, que inclou una sèrie de reaccions en

"cascada" ofereix la possibilitat d'amplificar els primers e­

fectes produïts per l'arribada de l'hormona a la superfície
cel.lular. Stadtman i cols. (8) han emfatitzat reGentmentl'e­

norme potencial amplificador de sistemes en "cascada" com la

via glicogenolítica i dedueixen, amb consideracions tebriques,
que el logaritme de la concentració d'efector hormonal neces­

saria pera produir un 50% d'activació del darrer enzim de la

"cascada" és inversament proporcional al nombre de cicles que

aquesta té. Com que hi ha tres esglaons entre l'AMP cíclic i

la fosforilasa, segons aquestes consideracions es pot estimar

que una activaci6 del 50% de la fosforilasa pot assolirse amb

un increment de tant soL;.el 1% en els nivells d'AMP cíclic.

Nimmo i Cohen (9) no troben aquestes xifres gens exagerades i

encara creuen que, en realitat, l'efecte amplificador deu ser

més gran tenint en compte els fenomens que es deriven de la

presència d'inhibidors de la proteïna quinasa (secci6 1.3�4.2.)
i de la possibilitat de regulació de les proteïna fosfatases

(secci61.8.).

La possibilitat de control és un segon avantatge de

les cascades multicícliques. El nombre d'enzims s'incrementa

a cada cicle de la cascada, i cada enzim és, potencialment,
un punt separat de regulaci6 metabblica mültiple (8). La su­

perfiCie d'una proteïna enzim�tica és, d'altra banda, limita­

da i podría ser impossible incorporar sobre una sola molècula

tots el controls necessaris per a regular una activitat enzi-
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ESQUEMA IV: ESTÍMUL VE LA GLICOGENOLISI PER L'EPINEFRINA AL MÚSCUL

ESQUELÈTIC
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màtica que ocup�s una important posici6 en el metabolisme (10).

Un altre punt d'interés �s que la concatenació d'enzims

que difereixen àmpliament pel que fa a concentraci6 en la cèl.

lula, permet que el darrer de la seqüència pugui ser regulat
efecti vament per diversos metaboli ts en molt di :ferentes còncen

tracions "in vivo". De fet, seria impossible que la fosforila

sa del múscul (concentració mitja 0,1 mM) pogu�s ser activada

directament per l'AMP cíclic que es troba en concentracions

inferiors a 1 �M (11).

Fins fa poc temps, la colla d'esdeveniments que ori-

.

gina un increment d'AMP cíclic era l'únic mecanisme d'acció

conegut de les hormones que controlen el metabolisme del gli­

cogen sense penetrar a la cèl.lula. Actualment, però, se'n es

tan desvelant d'altres. Tal com ha estat demostrat de forma

concloent fa molt poc pel grup d'Exton (12, 13) l'epinefrina
no precisa induir la formació del nucleòtid per a dur a ter

me els seus efectes a la cèl.lula hepàtica. Ac t.ïi a gaireb� ex­

clusivament a través de receptors alfa-adrenèrgics que no es­

tan relacionats amb la formaci6 d'AMP cíclic en condicions

normals, sino que semblen lligats a canvis de la concentració

intracel.lular de calci. Això indueix a postular una vía gli­

cogenolítica alternativa, en la qual intervendríen proteïna
quinases controlades no per l'AMP cíclic sino per altres efe­

tors com pot ésser el mateix calci (ESQUEMA V). De fet se sap

que llactivitat sintasa quinasa total present a molts teixits

es comporta en la major part com a independent de l'AMP cíclic

(14) i ja han estat isolades diverses proteïnes amb activitat

sintasa quinasa independent d'aquest nucleòtid (15, 16, 17).

Els mecanismes d'acci6 de les hormones glicogenolí­
tiques, lluny d' èsser totalment coneguts .estan, però, raona­

blement ben perfilats. Els coneixements existents sobre les
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ESQUEMA V: GLICOGENOLISI IMPULSADA PER HORMONES:

LA VIA MEDIATITZADA PER L'ADENIL CICLASA l LA PROTEÏNA

QUINASA DEPENDENT D'AMP CÍCLIC l LA VIA INDEPENDENT DE

L'AMP CICLIC.
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dues vies esmentades forneixen per ells mateixos un cos nota­

ble d'explicacions de fenomens observables. Resta fosca la

qüesti6 del mecanisme pel qual hormones com la insulina afavo

reixen la síntesi de glicogen. Les alternatives són: o hi ha

una via que, a mer cé d'aquestes hormones, pot estimular la de�
fosforilaci6 de la glicogen sintasa i de la fosforilasa, o b�

aquestes hormones es limiten a obstaculitzar les vies glicoge

nolftiques a qualsevol de llurs nivells. O totes dues coses.

Sense descartar la primera alternativa, que per ara

roman purament a la categoria de les possibilitats no compro­

vades, cal dir que es coneixen interaccions de la insulina

amb els nivells d'AMP cíclic i amb activitats proteïna quina­

sa dependents del nucleòtid. No cal oblidar, a m�s, que la

insulina exerceix nombroses accions sobre altres vies metabb­

liques i que, a trav�s d'elles pot incidir indirectament, pe ...

rò d'una forma important, en l'equilibri del metabolisme del

.

glicogen. L'entrada massiva de glucosa a la c�l.lula i l'estí

mul de la lipog�nesi amb l'acceleració del cicle del fosfogl�
conat s6n exemples que no poden ser passats per alt conside­

rant que el metabolisme a l'interior d'una c�l.lula �s un sis

tema d'interrelacions perfectament harmòniques. Parlarem més

extensament sobre aquestes qüestions a una altre secció d' a­

quest capítol.
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. I

1,2, CONTROL HORMONAL DEL NIVELL INTRACEL,LULAR D'AMP CICLIC

La import�ncia de l'AMP cfclic en la regulaci6 del

metabolisme del glicogen va ser reconeguda per primera vega­

da el 1957 (1,2). Més tard,el descobriment de la proteïna

quinasa dependent d'AMP cfclic (5) va servir per elucidar la

via mitjançant la qual l'epinefrina estimula la glicolisi al

múscul (secci6 1.1.) i també va repercutir notablement sobre

els estudis referents al mecanisme d'acci6 de diverses hormo

nes.

Està ben clar que diferentes hormones poden elevar

el nivell d'A}W cfclic en diversos teixits (18), perb les ú­

niques proteïnes que fixen el nucleòtid amb alta afinitat s6n

les proteïna quinases dependents d'AMP cfclic i les fosfodies

terases. Com que aquestes darreres s6n únicament enzims hidro

litzadors del nucleÒtid, s'ha arribat al convenciment que

la majoria"sino totes, les accions de l'AMP cfclic estan me­

diatitzades per la fosforilaci6 de proteïnes (19,20) cata­

litzada per proteïna quinases dependents d'AMP cfclic.

Subratlladalq import�ncia de l'AMP cfclic com a me

diador d'efectes hormonals, tractarem en el present capftol
sobre els dos enzims dels quals depén la presència del nucle�
tid a la cèl.lula: l'enzim sintetitzant, adenil ciclasa, i
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l'enzim hidrolitzant, fosfodiesterasa.

1.2.1. ADENIL CICLASA

La conversi6 enzimàtica de l'adenosina trifosfat

(ATP) en adenosina 3�5�monofosfat cíclic (AMP cíclic) va ser

descrita per primera vegada amb detall per Sutherland, Rall

i col.laboradors (21-24). Trobàren que l'enzim, que utilitz�
va ATP i Mg2+, estava unit a la fracci6 membranosa de la cèl.

lula, i que era present en una àmplia diversitat d'organis­
mes. En tots els casos l'enzim era estimulable per fluorur

sòdic i a cada tipus de teixit per una o varies hormones es­

pecíficament.

Llurs suggeriments (24-26) respecte a que l'acció

de moltes hormones podia ésser mediada per l'AMP cíclic for­

mat de resultes de l'estimulació de l'adenil ciclasa, han es

tat confirmats a bastament.

1.2.1.1. Resposta a les hormones:

Estructura dels sistemes receptor hormonal-unitat

catalítica.

Degut especialment al fet que per ara el sistema à

denil <;:iclasapresent a la membrana citoplasm�tica no ha es­

tat susceptible de purificació total, els coneixements sobre

els detalls del mecanisme d'interacció amb les hormones han
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avan�at lentament.

L'estructura dels sistemes receptor-adenil ciclasa

roman al terreny especulatiu. Segons Perkins (27) la formula

ci6 probablement més simple és el model proposat per Robi son,

Butcher i Sutherland (28) consistent en una subunitat recep­

tora senzilla que interactua directament amb una subunitat

catalftica. En aquest cas, l'acoblament de l'hormona a la

subunitat receptora produiria un canvi conformacional en ·la

catalftica activant. la. Aquest model potser és l'existent a

cèl.lules que responen a una sola hormona, com aparentment
és el cas de les de l'escor�a adrenal, però no sembla propi
de cèl.lules subjectes a regulaci6 multivalent com, per exem

ple, els adipòcits que responen com a mínim a sis hormones

(epinefrina, glucagó, ACTH, LH, TSH i secretina) o els hepa­
tòcits que ho fan al menys a quatre (glucagó, secretina, po­

lipètid intestinal vasoactiu i prostaglandina El). El mateix

Perkins (27) assenyala que hi ha almenys tres esquemes de r�
lació receptors-adenil ciclasa que poden ser compatibles amb

la regulaci6 multivalent: a) diferents sistemes receptor-uni
tat catalítica, cadascun específic d'una hormona; b) un sol

tipus de sistema amb una subunitat reguladora inespecífica¡ i

c) diferents tipus de receptors separats i específics per ca

da hormona units a una subunitat catalítica comú per tots

ells. La major part de les evf.dê nc í.e.s sostenen la darrera teo

ria (29-34) demostrant que: a) les concentracions màximament

efectives de diferentes hormones no tenen efectes additius

quan s6n combinades¡ b) certs antagonistes són específics
d'una sola hormona com, per exemple, el propanolol que sola­

ment bloqueja efectes de les catecolamines¡ i c) la capaci­
tat per respondre a hormones diverses presenta diferent sen­

sibili tat al tractament p.ro t.eo L'í t
í

c amb tripsina.
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1.2.1.2.. Factors que afecten la sensibilitat de l'adenil ci­

clasa a les hormones.

A) Agents causants d'alteracions inespecífiques de

membrana.

Els detergents iònics eliminen tant l'activitat re

ceptora com l'activitat catalítica (21). En canvi, el tracta­

ment del múscul cardíac (35) o de l'escorça adrenal (36) amb

Lubrol PX, o el de membranes hepàtiques amb digitonina, urea

o fosfolipasa A (37) provoca la p�rdua de sensibilitat a les

hormones mentre que conserva la capacitat d'activaci6 per flu�
rur. Els efectes d'aquest darrera tractaments poden ser reveE
tits per l'addició de determinats fosfolípids (37-40). Aquests

fets indiquen que l'estimulaci6 hormonal involucra estructures

que no s6n imprescindibles per la manifestaci6 de l'activitat

basal o de l'activació per fluorur (27), i aquestes estructu­

res, que serien proteiques o lipoproteiques, potser s6n les

compromeses en l'acoblament entre el receptor i l'activitat a

denil ciclasa (41).

La tripsinitzaci6 d'eritròcits (42) i d'adipbcits

(33) altera la sensibilitat a les hormones perb no té un efec

te notori sobre l'activitat enzimàtica basal. Aixb recolza

l'idea de la disposició intracel.lular del component catalí­

tic il'�xtracel.lular del receptor (27).

B) Cations

Certs ions, especialment els cations divalents, te

nen efectes notables sobre els sistemes adenil ciclasa. EIMn2+

estimula l'activitat basal perb en certs casos dificulta l'ac
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tivaci6 per hormones (27,31) mentre que la resposta de l'ade­

nil ciclasa, tant de teixit adip6s com d'escorça adrenal a

l'ACTH és dependent de Ca2+ (30,32).

Recentment ha estat provat (42) que l'efecte acti­

.vador del Mg2+ i sobretot del Mn2+ sobre l'enzim de membranes

hep�tiques es produeix per acció directa sobre l'adenil éicla

sa la qual conté un centre que fixa especfficament aquest ca­

tions. Tambe s'ha observat que la unió de l'agonista als re­

ceptors hormonals associats a l'adenil ciclasa és dependent

de Mg+2 (43). Una proteïna activadora de ¡'adenil ciclasa i

de la nucleotid cfclic fosfodiesterasa de cervell també és de

pendent de calci (44,45) (veure secció 1. 2.2.2. )

C) Agents que interactuen especfficament amb els

receptors.

Els nuclebtids de guanina, especialment el guanidi
na tridosfat (GTP), interactuen amb l' adenil ciclasa, d 'una ba�
da estimulant l'activitat basal (46-49) i de l'altra rebaixant

l'afinitat del receptor per certes hormones com, per exemple,

el glucag6 (46,47). Recentement s 'ha presentat evidència (50)

que el sistema adenil ciclasa hep�tic té un centre de fixaci6

de GTP especffic i independent per a cadascún d'ambd6s efectes.

El significat fisiolbgic d'aquests fenomens necessita moltes

més dades per ser comprensible.

Un altre aspecte de les interaccions amb els receE
tors hormonals de membrana el protagonitzen aquelles substàn­

cies que per analogia estructural amb les hormones o per pro­

pietats competitives d'altra mena bloquejen la unió dels ago­

nistes amb llurs receptors especffics.

Aquest tipus d'antagonisme ha estat demostrat en-
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vers les catecolamines (23) el glucagó (51), les prostaglandi
nes (52) i l'ACTH (53). Son,fenomens que no tenint, obviament,

significat fisiolbgic, són altament interessants tant des del

punt de vista farmacblbgic com per la utilitat que tenen en

els treballs destinats a esbrinar interaccions

tor.

ho rmon a-tce cep

1.2.2. AMP CICLIC FOSFODIESTERASES

La concentració d'AMP cíclic a la cèl.lula és pro­

porcional directament a l'activitat sintetitzant de l'adenil

ciclasa i inversament a l'activitat degradadora de les fos fo­

diesterases. Malgrat que aquests s6n els fets i que l'activi­

tat hidrolitzant es coneix des de fa tant de temps com la sin

tetitzant (2), el progrés en l'estudi de les fosfodiesterases

ha anat endarrerit respecte al de l'adenil ciclasa fins fa re

lativament poc temps.

El descobriment de diferentes formes de fosfodieste

rasa, la troballa d'nn activador proteic específic i l'estudi

dels efectes hormonals sobre l'enzim són les fites que avui

confereixen el major interés i complexitat a aquest sistema en

zimàtic. L'avenç que resta per fer en el coneixament de l'es­

mentat enzim, que transforma l'AMP cíclic en adenosina monofos

fat (AMP), encara és considerable. Tal com indicaven recent­

ment Wells i Hardman (54), no se sap quines de les fosfodies­

terases tenen "in vivo" les mateixes propietats de quan s6n e�
tudi ades "in vitro", ni quina d'elles és la més important en

el control dels nivells d'AMP cíclic a la cèl.lula. Es desco­

neix llur localització intracel.lular així com la de l'esmen

tat activador proteic.
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També resta per aclarir la import�ncia real que t�
nen l'activador proteic i les hormones en el control fisiolh

.

gic de la fosfodiesterasa. Aixfmateix hom ignora si existei­

xen altres vies de degradaci6 de l'AMP cfclic i fins i tot si

la degradaci6 per la fosfodiesterasa és més o menys efectiva

que la simple expulsi6 del nucleòtid cap el medi extracel.lular

a l'hora de rebaixar-ne els nivells dintre de la cèl.lula.

1.2.2.1. Múltiples formes de fosfodiesterasa

Des que es va descriure per primera vegada l'isol�
ment de diverses formes de fosfodiesterasa a partir d'estrac

tes d'escor�a cerebral de rata (55), s'han trobat almenys

tres formes de l'enzim als teixits de .mamffer de les quals

dues s6n presents gairebé en tots ells. Aquestes formes es

diferencien per llur comportament cinètic, per l'especifici­

tat respecte al substrat i per altres propietats, i cada tei

xit les conté en una proporci6 determinada. Cap d'aquestes
formes s'ha pogut purificar de manera homogènia i és possi­

ble que alguna d'elles sigui la component de dues o més acti

vitats.

Una de les formes més abundoses és la representada

per l'enzim preparat originalment per Butcher i Sutherland

(56) a partir de cor de bou. Posteriorment ha estat purificat
a altres laboratoris a partir de teixit cardfac (57-59) i ce

rebral (60,61) i s'ha comprovat la seva presència a molts

d'altres. Aquesta forma de l'enzim, altrament anomenada fos­

fodiesterasa "d'alta Km", té una Km aparent més elevada per

l'AMP cfclic que pel guanosina monofosfat cfclic (GMP cfclic)
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i és la forma sensible a l'activador proteic de les fosfodies

terases (veure secci6 1.2.2.2.). Fins al moment present totes

les evidències apunten cap a la possibilitat que les activi­

tats hidrolitzants de l'A�W cfclic i del GMP cfclic estiguin

protagonitzades pel mateix centre catalftic car la transforma

ció de l'AMP cfclic és inhibida competitivament pel GMP cf­

clic amb un valor de Ki del mateix ordre de magnitut que el

de Km (61-63), i viceversa.

Una altra forma majoritaria de fosfodiesterasa, a­

nomenada "fosfodiesterasa de baixa Km" o "de cooperativitat

negativa" ha estat trobada a tots els teixits examinats.Aque�
ta forma sembla ser l'associada a la fracci6 de retfcul endo­

plasmàtic de la cèl.lula (64-68), no essent sensible a l'acti

vador proteic perb sf a certes hormones. La seva activitat es

caracteritza per una relativa selectivitat envers l'AMP cfclic.

Un tercer tipus de fosfodiesterasa que segurament
no es troba distribuït de forma tan àmplia com els anteriors,

es caracteritza perque petites concentracions de GMP cfclic

estimulen l'hidrblisi de baixes concentracions d'AMP cfclic,

però no vicerversa (64, 69-73). Aquesta forma de l'enzim és

de cinètica cooperativa i hidrolitza GMP cfclic i AMP cfclic

aparentment amb la mateixa velocitat màxima.

A part de les esmentades formes de dosfodiesterasa

se'n ha descrites moltes altres més o menys exclusives d'un

tipus determinat de teixit, però no està clar si totes les

formes presents als homogenats ho estàn a les cèl.lules d'on

provenen o si, al contrari, s6n artefactes del procés extrac­

tiu (58) o conseqüència d'efectes proteolftics (74).
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1.2.2.2. Proteïnes activadores i inhibidores de la fosfodies

terasa.

L'existència d'un activador proteic de la fosfo­

diesterasa de cervell va ser descrita de forma simultània i

independent per Cheung (75-77) i per Kakiuchi i cols. (78).

El. grup de Kakiuchi (79,80) va mostrar que l'acti­

vador únicament estimulava una forma de la fosfodiesterasa de

pendent de calci. Tal factor proteic, una vegada purificat,va
resultar ser dependent de Ca2+ per a activar la fosfodiestera

sa (81) .Es una oadena polipeptfdica senzilla de 18.000 dal­

tons de pes molecular (82-84).

Recentment, ha estat demostrat que l'activador pro

teic de la fosfodiesterasa, el qual ha rebut el nom més ampli
de protelna moduladora dependent de calci, també pot activar

a l'adenil ciclasa cerebral (44,45), i a la (Ca2+/Mg2+)-ATpa­
sa de membrana eritrocitària (85,86). Recentment ha estat pu­

rificada a partir del múscul esquelètic de conill una proteï­
na quinasa activable pel modulador dependent de calci (87).

La proteïna quinasa afectada no és dependent d'AMP cíclic ni

de GMP cíclic (87) i té activitat fosforilant sobre histona,

fosforilasa guinasa i miosina de cadenes lleugeres (87).

L'activació de la fosfofiesterasa i de l'adenil ci

clasa per la protelna moduladora dependent de calci sembla in

volucrar la següent seqüència de reaccions (84, 88-91):

.. / ...
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PM - Ca2+ PM*-Ca2+

on PM i E indiquen, respectivament, la proteïna moduladora i

l'enzim modulable, i PM* i E* llurs formes activades. Sobre

la base dels pesos moleculars respectius, hom ha suggerit que

cada molècula d'enzim fixa dues molècules de modulador (89).

També ha estat trobada al teixit cerebral de bou u

na proteïna inhibidora de la fosfodiesterasa dependent de cal

ci l'efecte de la qual consisteix en bloquejar l'acció del mo

dulador (92,93). A més d'aquest inhibidor, se'n ha trobat d'a!
tres que actuen directament sobre la fosfodiesterasa. Aquests,

presents a la retina (94) i al cervell de bou (95) tenen una

major estabilitat têrmica que el citat més amunt.

L'estudi dels activadors i inhibidors proteics de

la fosfodiesterasa està en fase d'expansi6. Les implicacions

fisiolbgiques de llur acció, que s'extén a altres sistemes en

zimàtics diferents del de la fosfodiesterasa, poden ser molt

importants, especialment dintre els mecanismes de control hOE
monal que involucren cavis en la concentraci6 intracel.lular

de Ca2+.
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1.2.2.3. Sensibilitat a hormones i a altres agents.

La forma enzim�tica de fosfodiesterasa afectable

per hormones sembla ser únicament la de baixa Km (96-102, 68)

que e s t.a associada al retícul endoplasm'atic tant als adipbci ts

(100) com als hepatbcits de rata (68). El mecanisme d'activa­

ció per hormones, desconegut fins ara, segurament no involu­

cra la proteïna activadora (secció 1.2.2.2.) perque aquesta
no afecta "in vitro" la forma de baixa Km de la fosfodiestera

sa.

L'activitat fosfodiesterasa d'adipbcits i hepatb­
cits pot ser incrementada no sol per la insulina (96-100,68),

hormona amb car�cter glucogènic i lipogènic, sino també per a-

.

gents hormonals glucogenolítics i lipolítics. Per exemple, l'e­

pinefrina i l'ACTH estimulen la fosfodiesterasa d'adipbcits

(101), i el glucagó la d'hepatbcits (68,102). La forma de l'e�
zim afectada �s la mateixa que l'estimulada per la insulina -

(68,102) i cal suposar que la insulina duu a terme els seus e

fectes per mecanismes diferents dels de les altres hormones

(101). Ulteriors estudis han de clarificar tant les caracte­

rístiques dels mecanismes d'activació hormonal com la impor':'"

tància real que tenen en el control global del metabolisme cel.

lular.

Esmentarem tamb�, per llur import'ancia farmacolbgi

ca, i com a auxiliars per esbrinar les característiques del -

centre catalític de les fosfodiesterases, l'existència de com

postos amb un alt poder inhibidor de l'activitat d'aquets en­

zims. De bon tros, els més importants s6n el del grup de les

metilxantines (2,56): la cafeína, la teofilina, la teobromina

i l'aminofilina. Estudis "in vitro" (56, 103, 104) indiquen
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que cansen inhibicions competitives sobre les diverses for­

mes de l'enzim.

Altres compostos amb acció inhibidora "in vitro"

s6n la puromicina (105) les 4-benzil-2 imidazolidinones (106)
. i 1& .papa verina.
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1,3, PROTEïNA QUINASES DEPENDENTS D'AMP CfCLTC

Les proteïna quinases dependents d'AMP cíclic són

una classe de quinases formades per dos tipus de subunitats:

unes anomenades reguladores (R) que s6n les que fixen l'AMP

cíclic, i unes altres anomenades catalítiques (C) que conte­

nen el centre actiu i que actüen solament quan estan lliures,

és a dir, quan el conjunt holoenzim�tic RC és dissociat per
la fixació d'�W cíclic a les subunitats R. La reacció cata

litzada per l�s proteïna quinases dependents d'AMP cíclic

pot esquematitzarse així (107-109):

protelna + ATP
AMP cíclic, Mg2+---------------------�I proteïna-P + ADP

proteïna quinasa

L'exist�ncia d'aquest sistema era intuïble des que

hom sabia que tant l'activació de la fosforilasa quinasa (110)

corn la inactivació de la, glicogen sintasa (111, 112) eren ca­

talitzades per quinases en pres�ncia d'�W cíclic. La primera

demostració de l'exist�ncia de tals enzims es deu al grup d'E.

Krebs (5) que originalment va descriure la nova activitat en

zimàtica descoberta al müs cuL esquelètic corn "fosforilasa qui

nasa". Soderling i col.laboradors demostràren posteriorment

(113) que l'enzim isolat per Krebs també podia actuar sobre

la glicogen sintasa. La pres�ncia de proteïna quinases depe�
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dents d'AMP cíclic va ser establerta r�pidament en molts al­

tres teixits {6, 114-117}.

La seva localitzaci6 és predominantment citoplasm�
tica al múscul esquel�tic {5} i cardíac {6}, al fetge (118)

i a altres teixits,però el cervell (119},la hipbfisi ante-

rior (120), el rony6 (121) i el cor (122) també presenten
l'enzim associat a la fracci6 membranosa.

1.3.1. FORMES l i 11 DE L'ENZIM

Moltes de les formes de proteïna quinasa dependent

d'AMP cíclic obtingudes a partir de diferents teixits han re

suItat ser artefactes produïts en el transcurs dels proce­

ssos de puridicaci6 i no tenen cap mena de significat fisio­

lbgic. Malgrat tot, ha esdevingut un fet comprovat l'exist��
cia d'almenys dues formes o tipus de l'enzim en molts tei­

xits de mamífer. Aquestes formes, anomenades respectivament

pics l i 11, són separables per cromatografia en columnes de

DEAE-cel.lulosa (123, 124), d'aquí el seu nom. La proporci6
de cadascuna d'aquestes formes depen de cada teixit i, per

un mateix teixit, de l'esp�cie animal. Fins i tot s'han des­

crit diferències segons el tipus de cèl.lules dins d'un ma­

teix teixit com, per exemple, el muscular.

Les formes holoenzim�tiques del pic l de múscul es

quel�tic de conill (125) i del pic 11 de múscul cardíac boví

(126, 127) s6n les més ben conegudes. Han estat purificades

fins a l'homogeneïtat i llurs propietats fisicoquímiques i

enzimàtiques estan bastant ben definides. Amb dues presenten
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una estructura R2C2. El pic l de mfiscul esquel�tic pot fixar

2 mols d'AMP cíclic per mol d'holoenzim dissociant-se i do­

nant dímers reguladors i monbmers catalític (128) segons la

següent equaci6:

;:::=======- R2(AMPC) 2 + 2 C (actiu)

Al pic 11 de mfiscul cardíac se li havia atribuït la

mateixa estequiometria de reacci6 (128) perb en un treball

publicat recentment es descriu la incorporaci6 de 4 mols d'AMP

cíclic per mol de dímer de subunitat reguladora (129).

El pes molecular de l'holoenzim l és 170.000 (130)
i el del monòmer R corresponent, 49.000 (130). Els pesos mo­

leculars de l'holoenzim 11 i del seu monbmer R s6n 174.000

(131) i 55.000 (126) respectivament. El pes molecular de les

subunitats catalítiques és idéntic en tots dos casos: 40.000

(130, 131).

Una propietat notable de la forma 11 de mfiscul caE
díac és la capacitat que té d'autofosforilarse (123, 132,133).
Durant aquest procés es transfereix una molècula de fosfat de

l'ATP a un residu de serina de cada un dels monbmer R que for

men part de l'holoenzim. Les subunitats catalítiques, en ca�
vi, no es fosforilen (123, 132). Com la majoría de les reac­

cions catalitzades per la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic, l'autofosforilació eS pot revertir (134). Els efec­

tes de l'autofosforilaci6 "in vitro" són una major suscepti­
bilitat de l'holoenzim a la dissociaci6 per AMP cíclic (130,

131) i l'increment aparent de l'afinitat de la proteïna qui­
nasa pel nucleòtid (123).

Segons que indiquen Nimmo i Cohen (9) l'isolament
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de formes de la proteïna quinasa dependent d'AMP cfclic que

no siguin les dels tipus l i 11 �s gaireb� sempre conseqüèn­
cia de fenomens que modifiquen o alteren aquestes dues for-

mes principals de l'enzim. Cal concloure,segons aquests autors

que les formes l i 11 descrites són les úniques existents en

molts teixits.

La proteïna quinasa hepàtica, la implicada en el siste­

ma estudiat per nosaltres, va ser purificada originalment

per Yamamura i col�laboradors (135) i per Kumon i col. labora

dors (136). Es. presenta en les dues formes clàssiques l i 11

amb un sol tipus de subunitat catalftica i un tipus de subu­

nitat reguladora diferents per cadascuna d'elles. S'ha indi­

cat que també presenten diferències quant a la capacitat de

dissociació per AMP cfclic (135-137). La localització intra­

cel.lular és gairebé enterament citosòlica (90%) i ambdues

formes es troben en aquest teixit en la mateixa proporció
(118, 124, 136, 138).

1.3.2. CARACTERÍSTIQUES PARTICULARS DE LES SUBUNITATS ISOLA

DES.

La major part de les evidències suggereixen que hi

ha dos tipus principals de subunitats reguladores de la pro­

teïna quinasa dependent d'AMP cfclic i un de sol de catalfti

ca en els teixits de mamffer. Versemblantment, les formes ho

loenzimàtiques l i 11 estan constituïdes pel mateix tipus de

subunitat catalftica i la principal diferència que presenten

estriba en el tipus de subunitat reguladora que contenen. De

la proporció d'un i d'altre tipus de subunitat reguladora de
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pendria, segons aquestes suposicions, la proporci6 de formes

holoenzim�tiques a la c�l.lula. De fet, s'ha demostrat que

les subunitats catalítiques de l'holoenzim l poden reasso­

ciarse amb les reguladores del II i que les catalítiques del

II poden fer-ho amb les reguladores de l'I (139, 140).

Les subunitats catalítiques procedents de les for­

mes l i II presenten el mateix pes molecular estimat per di­

ferents m�todes (126 , 130, 131, 141). Algunes preparacions
de subunitat catalítica presenten dues formes moleculars amb

igual massa però amb difer�ncies en el punt isoelèctric (118,

139). Tot fa pensar, perb, que una d'elles es tracta simple­
ment d'un producte format per proteolisi molt lleugera de

l'altra durant el procés de purificaci6. La uniformitat de

les subunitats catalítiques s embLa , doncs, molt acusada.

Les subunitats reguladores dels holoenzims l i II

tenen lleugeres diferències de pes molecular (126, 130) i no

presenten reactivitat inmunolbgica creuada (142). En canvi,

els holoenzims II de teixits diferents es comporten inmunolb

"

gicarnent de forme idèntica (142).

1.3.3. SUBSTRATS ESPECIFICS DE LA PROTEINA QUINASA DEPENDENT

D'AMP CÍCLIC.

En els estudis inicials sobre proteïna quinases mus

culars i hep�tiques es van identificar corn a substrats seus

la fosforilasa quinasa, la caseïna i la protamina (5), certes

histones (143, 144) i la fosvitina (144). A aquesta llista

s'hi afegiren algunes altres proteïnes enzimàtiques sotmeses
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a control per fosforilaci6, entre elles la glicogen sintasa

(113, 145). La primera impressi6 és que la proteïna quinasa

dependent d'AMP cíclic presenta una especificitat de substrat

relativament molt baixa (146). De fet és possible demostrar

que qualsevol proteïna és fosforilable si es posa en presèn­
cia d'una quantitat elevada de proteïna quinasa.

Ara bé, si es tenen en compte les consideracions de

Cohen i col.laboradors (147) cal concloure que la proteïna

quinasa és un enzim altament específic. Aquests auto�s mostra

ren (147) que l'enzim fosforila amb una velocitat significa­

tiva únicament dos dels dos centenars de residus de serina i

cap dels cent cinquanta de treonina que conté la fosforilasa

quinasa. Aquestes xifres plantejaren l'interrogant de quines

s6n les estructures determinants de la fosforilaci6 de les

proteïnes en uns punts tan concrets.

Diverses observacions (148, 149) indicaven que cer­

tes proteïnes amb una estructura terciaria minsa i algunes

proteïnes desnaturalitzades eren especialment susceptibles a

l'acci6 fosforilant de la proteïna quinasa dependent d'AMP cí

clic. Aquests fets suggerien que alguna característica de

l'estructura primaria, més que no pas de la secundaria o ter

ciaria, era primordial per a que l'enzim reconegués als seus

substrats. Tals idees eren recolzades per treballs (150) en

els quals es mostrava que la capacitat de fosforilaci6depr�
teïnes bàsiques de la mielina es conservava en certs p�ptids
també bàsics que eren originats per tractament t�rmic o per

digesti6 peptídica d'aquestes protelnes. D'altra banda hi ha

via l'observaci6 que les seqüències d'aminoàcids de diversos

centres de fosforilaci6 eren molt diferents entre sí (147,151-

153) indicant que la protelna quinasa dependent d'AMP cíclic

tampoc identifica seqüències específiques d'aminoàcids (148,
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150-154) •

En diferents laboratoris s'ha observat (148, 155-

157), perb, que les seqUències d'aminohcids que contenen un

residu de serina fosforilable presenten a la vora d'aquest, i

de la banda de l'extrem aminoterrninal, dos amino�cids, i de

vegades més, amb carhcter bhsic. Aquesta coincidència notable

sembla ser un fet definitiu pel reconeixement d'una proteïna

corn a substrat natural de la quinasa deperident d'AMP cfclic

(158) .

�

1.3.4. REGULACIO DE L'ACTIVITAT DE L'ENZIM

En principi la clau més important de la regulaci6
de l'activitat de la proteïna quinasa dependent d'AMP cfclic

és, obvi ament , la concentració de nuclebtide que l'envolta.

Perb cal esmentar també, per la trascendència que poden tenir

"in vivo" , els efectes de l'inhibidor proteic específic puri­
ficat a partir del m�scul esquelètic per Walsh i col. labora­

dors (159) i els encara mal coneguts efectes de l'autofosfori

lació de la forma 11 de la proteïna quinasa dependent d'AMP

cfclic (123, 132, 133).

1.3.4.1. Regulaci6 pels nivells intracel.lulars d'AMP cfclic

i mecanismes relacionats.

Tal corn es preocupen d'asseyalar Nirnrno i Cohen (9),
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cal tenir present abans de realitzar estudis sobre la disso­

ciaci6 i la reassociació "in vivo" de la proteïna quinasa de

pendent d' AMP cíclic i abans de treure' n conclussions, que hi

ha certs problemes tècnics que poden desdibuixar notablement

els fets reals. Tant si es valora l'activaci6 de l'enzim pel
seu estat de dissociació com si es fa per la relació d'acti­

vitats mesurades en absència i en presència d'AMP çíclic, és

necessari prendre precaucions a fi d'evitar que en el procés
d'homogenizació del teixit i en les operacions subsegUents
es produeixin canvfs en l'estat d'activació de l'enzim que

poden ser deguts, al seu torn, a cafivis en la concentraci6

de nuclebtid cíclic envol tant. Tenir la plena garantia de que

l'estat d'activació es manté inalterat al llarg d'aquells

processos és una fita tan cobejable com difícil d'assolir. A

més, si l'activitat de la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic és mesurada pel mètode de la relaci6 d'activitats cal

evitar la interferència d'altres activitats proteïna quinasa

presents als assajos, precaució oblidada en alguns treballs.

Les dades més fiables que hi ha sobre l'estat d'a�
tivaci6 basal de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

en diferents teixits (160-168) assenyalen valors al voltant

del 20% sobre la activitat m�xima que pot presentar. El con­

tingut d'AMP cíclic en la majoria dels teixits és de l'ordre

de 10-7 a 10-6 mols per kg de pes humit (18). Si es fa cas

de certes dades sobre la Ka (constant d'activació) de l'enzim,

que li atorguen un valor de 10-8 a 10-7 M (9), és a dir, de

deu a cent vegades per dessota les concentracions basals d'AMP

cíclic, no s'enten com és possible que la proteïna quinasa no

estigui ja totalment dissociada en aquestes condicions. Com -

que la dissociació en condicions basals no és compatible amb

regulació de l'àctivitat de la proteïna quinasa dependent
d'AMP cíclic "in vivo", alguns autors han proposat que única-
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ment una porció mínima de 1"AMP cíclic de la cèl.lula esta a

l'abast de l'enzim en condicions basals, sia perque es troba

segrestat per alguna estructura cel.lular (169, 170), sia peE

que tant ell corn l'enzim es troben en uns hipotètics comparti
ments separats entre sí (171). Sense negar la possibilitat
que siguin certes, tals teories no són imprescindibles per

comprendre les coses. Efectivament ha estat demostrat (172,

173) que els valors de Ka trobats 'in vitro' estan molt per

dessota dels que probablement existeixen "in vivo". El valor

fisiològic de la Ka' de la proteïna quinasa per l'AMP cíclic so

lament pot ser estimat operant amb concentracions'fisiològi­
ques d'enzim. En aquestes circumstàncies la Ka assoleix un v�
Ior de l,5x10-6 M (174), ja per damunt de les concentracions

basals d'AMP cíclic en la cèl.lula.

1.3.4.2. L'inhibidor proteic de la proteïna quinasa dependent

d ',AMP cíclic.

Walsh i col.laboradors (159) han purificat un fac­

tor proteic que es troba present en els extractes crus de mús

cul esquelètic de conill i que pot causar la inactivació de

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic (112, 159,175,176).

Aquest factor es comporta molecularment corn a proteïna ter­

moestable i no afecta a altres proteïna quinases que no si­

guin les dependents d'AMP cíclic (176).

La inhibició causada és de tipus no competitiu re�

pecte a l'ATP, a l'AMP cíclic o al substrat proteic (159).

Interactua amb les subunitats catalítiques lliures, presumi­
blement en un centre diferent del catalític, però no afecta
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a les formes holoenzimàtiques (177, 178). L'efecte inhibitori

no és alterat per la presència d'AMP cíclic (177, 178�.

En canvi, hi ha poca informació sobre les seves ca­

racterístiques moleculars. Se li ha estimat un pes molecular

de 26.000 per gel-filtració (159) però aquest valor és més

baix que l'atribuïble a una proteïna normal tenint en compte

el valor del seu coeficient de sedimentació. Ha estat sugge­

rit ¡(159), en vistes d'això, que la fracció proteica està co�

binada amb una altra lipídica o de carbohidrat. En tot cas, i

com que el procés de .purificació cursa amb calefacció a 959C

i precipitació amb àcid tricloracétic al 15%, sembla que la

proteïna és relativament pobre en estructures segundària i te.!:
ciària.

Encara és aviat per arribar a conclusions definiti­

ves sobre la trascendència fisiològica de l'inhibidor de la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic, pero si les extrapo­

lacions de "in vitro" a "in vivo" s6n correctes, en teixits

com el cardíac aquest factor pot bloquejar fins el 20% de la

proteïna quinasa total dissociada (159). L'efecte de l'inhibl
dor pot ser poderós en teixits que, com el cardíac, en conte­

nen una quantitat elevada. El contingut és alt també al cer-·

vell i al múscul esquelètic, però és baix al fetge i al ronyó

(176, 177). Aquestes dades menen a la conclussió que "in vivo",

una bona part de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

que es troba dissociada, pot estar perfectament bloquejada pel

seu inhibidor proteic en condicions basals.
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1.3.4.3. Efecte de l'autofosforilaci6 de la forma Il.

La importància fisiològia de l'autofosforilació de

la forma II de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

resta encara lluny de ser determinada.

Hi ha acord general sobre el fet que l'autofosfori

lació facilita la dissociaci6 de l'holoenzim "in vitro" (130,

131) augmentant l'afinitat per l'AMP cíclic (123). D'altra

banda s'ha demostrat (179, 180) que l'autofosforilaci6 reta_E
da, també "in vitro"� la reassociació de llurs subunitats.

Là possibilitat que l'autofosforilació sigui con­

trolable "in vivo" per hormones, compta amb certs resultats

experimentals que la recolzen (181). Si aquesta possibilitat
fós certa, caldria aclarir quina activitat fosfoproteïna fo�
fatada reverteix la fosforilació (133) i si la introducció

de fosfat a la molècula d'enzim es realitza sobre els matei-

xos punts que "in vitro".
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1.4. FOSFORILASA QUINASA

La fosforilasa quinasa catalitza la reacci6 (182)

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

La reacci6 és irreversible, incorporant-se 4 mols

de fosfat per mol de fosforilada a muscular (183). La màxima

activitat de la fosforilasa, però, és observable quan sola­

ment han estat incorporats 2 mols de fosfat per mol de fosfo

rilasa a. Stha comprovat (184) que el procés de la fosforila

ci6 es produeix per passos, amb la producci6 de formes inter

mèdies parcialment fosforilades (185).

La fosforilasa quinasa també pot catalitzar "in vi

tro" la pròpia fosforilaci6 (secci6 1.4.2.2.) i la de la ca­

seïna, aquesta a molt baixa velocitat. La glicogen sintasa

ha estat descrita corn a no fosforilable per aquest enzim (186).

La fosforilasa quinasa muscular catalitza la fosforilaci6 i

activaci6 de la fosforilasa b hepàtica (187).

La fosforilada quinasa de múscul esquelètic ha es­

tat purificada fins a homogeneïtat i caracteritzada amb molt

de detall. Comparativament, en canvi, hom sap molt poca cosa

referent a la fosforilasa quinasa d'altres teixits.
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1.4.1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA FOSFORILASA QUINASA DE

TEIXIT MUSCULAR

Mitjançant electroforesi en gels de poliacrilamida
amb SDS (sodi dodecil sulfat) (185) la fosforilasa qu.í.nas a

de múscul es resol en quatre components anomenats a, a " S i

Y amb els pesos moleculars de 145.000, 140.000, 128.000 i

45.000 deltons respectivament (185). Es creu que aquests qu�
tre components provenen de dos isoenzims amb les estructures

(a, S, Y) 4 i (a', S, Y) 4 respectivament (185, 188, 189). �
d6s isoenzims, anomentants � i E respectivament (189), tenen

un pes molecular a la vora de 1.300.000 (185, 189).

A la massa muscular completa del conill l'isoenzim

w és el més abundós (80-90%) i músculs com el psoas major de

fibra blanca el contenen en un 95-98% (190). Altres músculs

de conill amb fibra roja, com el soleus i el cardíac, sola­

ment contenen isoenzim E (189, 190). Gairebé tots els detalls

sobre les propietats de la fosforilasa quinasa es refereixen

a l'enzim preparat a partir de la musculatura total del co­

nill, que és esencialment isoenzim w .

..

1.4.2. REGULACIO DE L'ACTIVITAT DE LA FOSFORILASA QUINASA

MUSCULAR.

Com molts altres enzims del metabolisme del glico­

gen, la fosforilasa quinasa de múscul esquelètic es presenta

en dues formes, una fisiològicament activa, forma�, i una

altra inactiva o forma _È, que poden ser distingides l'una
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de l"altra "in vitro" per l'activitat que presenten a pH 6,8

(pH fisiològic). En presència de Ca2+ i de concentracions bE
times de Mg-ATP, la forma È presenta molt poca activitat a

pH 6,8 en comparaci6 amb la que presenta a pH 8,2 (185, 191,

110). La relació de l'activitat a pH 6,8 respecte la de pH

8,2 és de 0,01 a 0,02. La forma a presenta en canvi una re­

lació d'act�vitats de 0,30-0,40, essent de 50 a 100 vegades
més activa que la forma È (185).

El pas de la forma È a formes actives pot assolir­

se "in vitro" per tres mecanismes: per fosforilació catalit­

zada per proteïna quinases, per autofosforilació i per prot��
lisi limitada.

1.4.2.1. Fosforilació per proteïna quinases

Mitjançant la fosforilació per la proteïna quinasa

dependent d'AMP cíclic, la forma b de la fosforilasa quinasa

passa a forma a activa (110, 192, 193). La incubació de la

forma b "in vitro" amb aquesta proteïna quinasa, en presèn­
cia de MgATP i d'AMP cíclic, provoca la fosforilació tant de

les subunitats a corn de les S, mentre que les y no es fosfo­

rilen en aquestes condicions. (185, 194). La reacció es com­

pleta quan s'arriben a introduir dos mols de fosfat per mol

de complex a 8 y(185). Dels dos fosfat introduïts, un està

situat sobre la subunitat a i l'altra sobre la S (185, 194).

L'especificitat de la fosforilació de la fosforila

sa quinasa ,per la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic ha

estat confirmada per aïllament i seqüenciació dels fragments
fosforilats de cada subunitat (147).
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Les subunitats B es fosforilen primerament (185,
194) i el fenomen va acompanyat per l'increment de l'activi­

tat de l'enzim. La fosforilació de la subunitat a no incre­

menta l'activitat de l'enzim (185, 194) però sembla que modi

fica la velocitat de la desfosforilació de la subunitat B

causada per la fosforilasa quinasa fosfatasa (195). Quan el

contingut de fosfat és d'un mol per mol de conjunt ( aBy
les subunitats B contenen el 75% del fosfat. La velocitat de

fosforilació en aquest cas és 50 a 100 vegades més baixa que

quan s"introdueixeri 2 fosfats per conjunt { aBy ), un sobre

la subunitat a i l'altre sobre la B ·(195). La inactivació de

l'enzim segueix estretament la desfosforilació de les subunl
tats B fins al punt que quan aquestes ja no contenen fosfat

i les a encara retenen la major part del que posseien inicial
ment, l'enzim presenta una relació d�activitats a pH 6,8/8,2
similar a la de la fosforilasa quinasa b totalment desfosfo­

rilada (195).

Cohen considera que la fosforilació de la subunitat

a altera la conformació de la fosforilasa quinasa de tal ma­

nera que la desfosforilació de la subunitat B és facilitada

(195). Aquest fenomen probablement és cooperatiu car necessi­

ta, segons que sembla, que es fosforilin almenys dues de les

quatre subunitat.s a del complexe (a B y) 4 (188, 195), de

la mateixa manera que la proteïna quinasa dependent d'AMP cí­

clis necessitava fosforilar les dues subunitats B abans de c�

mençar a fosforilar de forma efectiva les subunitats a (185,

194). La qliestió de si tots aquests fenomens es produeixen "in

vivo" encara és una incògnita.

Recentment ha estat descrita (196) l"activació de

la fosforilasa quinasa de múscul de conill per fosforilació

de les subunitats a i B a càrrec d'una proteïna quinasa ind=
pendent d'AMP cíclic i activable per Ca2+, isolada del teixit
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cerebral de rata (197). Aquesta proteïna quinasa, que no guaE
da relació amb cap de les formes de la dependent d'AMP cíclic,

prové d'una espècie proenzimàtica de la qual en deriva per a�
ció d'una proteasa dependent de Ca2+ que es troba al mateix

teixit (197).

1.4.2.2. Autofosforilació de la fosforilasa quinasa.

L'activació de la fosforilasa quinasa també es pr�
dueix "in vitro" per autofosforilació en presència de MgATP
i de Ca2+ (lla, 185, 192-194). S'ha observat (198) que en ceE
tes condicions es pot produir la incorporació de set a nou

molècules de fosfat per grup (aS�) assolint-se una activi

tat enzimàtica doble de la que manifesta quan actua la pro­

teïna quinasa dependent d'AMP cíclic. Tots els fosfats són in

corporats sobre les subunitats a i S, restant infosforilades

les y.

1.4.2.3. Activació per la proteïna quinasa dependent del mo­

dulador.

Ha estat descrita recentment (87) una proteïna qui­
nasa de múscul esquelètic de conill que, de manera similar a

la fosfodiesterasa dependent de ca2+ (75-77), a l'adenil cicl�
sa de cervell (44, 45) i a la (Ca2+/Mg2+)-ATPasa de membrana

eritrocitaria (85, 86), és activable pel modulador proteic de

pendent de Ca2+.
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Aquesta quinasa independent d'AMP cfclic, és capaç
de fosforilar la fosforilasa quinasa (87) i produir la seva

activació. Tal fet suggereix que aquesta nova proteïna quina­
sa pot mediar efectes del Ca2+ en el procés d'activació de la

fosforilasa derivat de l'estímul neuronal de la contracció mus

cular, coordinant així la regulació de la glicogenolisi i de

la contracció.

1.4 ..2.4. Activació de la fosforilasa quinasa per proteolisi
limitada.

La proteolisi parcial de la fosforilasa quinasa,

que causa la seva activació, pot ser catalitzada per una actl
vitat proteinasa de múscul, el "factor activador de la qUina­

sa", que és dependent de ca2+, i també per proteinases com la

tripsina (199-201). La tripsina produeix una forma anomenada

�'que té una relació d'activitats a pH 6,8/ 8,2 de 0,67 (185).

1.4.2.5. Regulació al.lostèrica per calci.

Totes les formes de la fosforilasa quinasa muscular

(a, b, i a';) necessiten forçosament Ca2+ per llur actuació

(199, 200, 191, 202). Aquest efecte és independent de l'activ�
ció per proteases dependents de Ca2+(201) i consisteix en un

increment notable (13 vegades més) de l'afinitat de l'enzim

pel substrat (202). L'activació de la fosforilasa quinasa "in

vitro" pot ser bloquejada mitjançant l'addició de fragments de
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retícul sarcoplasmàtic. Aquest afecte pot ser revertit per

l'addició de Ca2+ (191). Així, el segr.estant natural de Ca2+
al múscul pot competir satisfactòriament amb la fosforilasa

quinasa per aquest ion, la qual cosa suggereix que lIin vivo"

l'activació de l'enzim per Ca2+ és reversible (9).

1.4.2.6. Desfosforilació de la fosforilasa quinasa.

La reversió de la fosforilació de la fosforilasa

quinasa és realitzada per activitats fosfoproteïna fosfata­

ses. Ha estat indicat (203) que les subunitats a i 13 de la fo�
forilada quinasa s6n desfosforilades per dos enzims diferents,

les a i 13 fosforilasa quinasa fosfatases respectivament (veu­

re secció 1.8.1.). L'activitat 13 fosforilasa quinasa fosfata­

sa és la que de fet catalitza el pas de la forma � a la forma

È de l'enzim, inactivant-lo (203) i coincideix amb altres ac­

tivitats fosfatasa (secció 1.8.1.). La a-fosforilasa quinasa

fosfatasa té un significat fisiològic poc conegut encara (203).

1.4.2.7. Regulació de l'activitat de la fosforilasa quinasa

"in vivo".

La fosforilació de la fosforilasa quinasa per la

proteïna quinasa "in vivo", acompanyada per l ' activació de l' en

zim, ha estat demostrada per injecció d'epinefrina a animals -

tractats previ ament amb (32�) ATP (153). La fosforilació es feia

observable per la incorporació de 22p als fragments peptídics
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de la fosforilasa quinasa que contenen el centre fosforilable

per proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic (147). La fosfori

lació es revertia totalment "in vitro" si el fluorur sòdic

que actüa. com inhibidor de l' activi tat fosfoproteïna fosfata

sa era llevat del medi.

Com que l'autofosforilació de la fosforilasa quin�
sa probablement introdueix fosfats en centres diferents dels

fosforilables per la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

(198) cal pensar que l'autofosforilació no jugava un paper

significatiu en aquests experiments "in vivo" (147).

,

1.4.3. FOSFORILASA QUINASA HEPATICA.

Les dades conegudes fins ara sobre la fosforilasa

quinasa hepàtica són molt més escases que les conegudes sobre

l'enzim del múscul esquelètic. No hi ha, per exemple, cap in­

dicació sobre la subestructura molecular de l'enzim.

Del fet que l'activitat fosforilasa quinasa present

als extractes crus de fetge s'inactivi a pH 7,4 en el trans­

curs del temps i sigui reactivable en afegir-hi MgATP (204) es

pot deduir que existeix en dues formes, una no fosforilada i

molt poc activa al pH fisiològic del fetge i l'altra fosforil�
da i activa a aquest pH (204). El pas de la forma inactiva a

l'activa està catalitzat per la protelna quinasa dependent

d'AMP cíclic car és bloquejat per l'inhibidor proteic d'aques­
ta quinasa (204). La inactivació espontània "in vitro" és pro­

tagonitzada presumiblement per una fosfatasa inactivable de ma

nera parcial per fluorur sòdic (204).
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Ambdues formes de la fosforilasa hepàtica necessi­

ten estar en presència de concentraciones micromolars de Ca2+

per a mostrar llur activitat (204-207). El perfil de dependèE
cia del pH per a la forma fosforilada és molt similar (204)

al de la corresponent forma de l'enzim muscular (110). El de

la forma no fosforilada, en canvi, és totalment diferent de

la fosforilasa quinasa È de múscul. El pH òptim de la forma

no fosforilada de fetge és 6,0 (204), mentre que la correspo­

nent forma muscular és molt més activa a pH per damunt de 8,0

(110). Al pH fisiulògic del fetge (7,4) la forma fosforilada

és de 5 a 10 vegades més activa que la no fosforilada.

Com en el cas de l'enzim muscular, la fosforilasa

quinasa de fetge pot ser activada per proteolisi parcial cau­

sada per tripsina (207).

"In vivo" l'activaci6 de la fosforilasa quinasa he­

patica ha estat observada tant després del tractament amb a­

gents com el glucag6 (205, 207, 208) que presumiblament actuen

via la fosforilaci6 per proteïna quinasa dependent d'AMP cí­

clic, com amb agents com la fenilefrina (207) que sembla que

actuen incrementant els nivells citosòlics del Ca2+ (207, 209-

211), estimulador de l'enzim.
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1.5. GLICOGEN FOSFORILASA.

La glicogen fosforilasa, o simplement fosforilasa,

catalitza la següent reacció:

glicogen (ri):
-F Pi :.;;:==== glicogen (n-l)+ glucosa-l-P

essent n el nombre de residus glucosílics presents a la molè­

cula de polisacàrid. Malgrat que la reacció és reversible "in

vitro", "in vivo" trans60rre gaireb� enterament en el sentit

de la glicogenolisi.

Els estudis sobre les característiques d'aquesta

proteïna enzimàtica han estat facilitats pel fet que l'enzim

del teixit muscular pot ser obtingut en forma cristal.lina seE

se grans dificultats. Elsconeixements sobre l'enzim procedent

d'al tres teixits 'és més limitat que el muscular.

�

1.5.1. ESTRUCTURA l PROPIETATS DE LA FOSFORILASA DE MUSCUL

..

ESQUELETIC.

La fosforilasa de müscul de conill existeix en dues
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formes moleculars (212, 213): la fosforilasa È que és un dí-.

mer de pes molecular 200.000 essencialment inactiu en absèn­

cia d'AMP, i la fosforilasa·�, un tetràmer de 400.000 daltons,
fosforilada i activa en absència d'efectors.

La conversió de la forma b en � es produeix per fo�
forilació de l'enzim catalitzada per la fosforilada quinasa

(181). La fosforilasa � pot passar a È per acció de la fosfo­

rilasa fosfatasa (213-217).

Ambdues formes poden ser dissociades en subunitats

monomèriques per tractament amb reactius sulfhidrílics (218-

220) .

1.5.1.1. Els centres reguladors de l'activitat de l'enzim.

El paper de la fosforilasa com a enzim regulador �s

ben evident a la vista de la multiplicitat de centres funcio­

nals presents a les subunitats que la constitueixen, essent

cadascun d'ells responsablef d'algun aspecte de l'activitat

de l'enzim o del seu control. Els centres principals s6n: 1)�

el catalític, 2) el d'unió a l'activador al.lostèric AMP, 3)

el fosforilable, 4) el que fixa piridoxal fosfat i 5) almenys
dos centres d'agregació entre les subunitats per donar les

formes dimèriques i tetramèriques respectivament.

El centre catalític o actiu fixa els tres components,

glicogen, fosfat inorgànic i glucosa-l._fosfat,de la reacció

catalitzada per la fosforilasa i, a més, alguns inhibidors com

la glucosa, la gluconolactona o la UDP-glucosa.
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El centre que fixa el nucleòtid AMP és el centre de

control al.lostèric. L'AMP, que és essencial per l'activitat

de la fosforilasa_b, muscular es combina amb l'enzim a ra6

d'una mol�cula per subunitat de fosforilasa induïnt un canvi

conformacional que aparentment redueix la Km pel glicogen, el

fosfat i la glucosa I-fosfat (221, 222).

La fosforilació d'un sol residu de serina per la

fosforilasa �uinasa,converteix la fosforilasa b en � (181).

Totes les formes de fosforilasa estudiades des del punt de vi�
ta de la fosforilació, siguin musculars o hepàtiques, presen­

ten seqüèncias d'aminoàcids molt similars en els corresponents

centres fosforilables (223-227) i tenen el residu de serina

que fixa fosfat entre dos aminoàcids hidrofòbics situats a la

vora d'aminoàcids amb residus de caràcter bàsic; de fet, a­

quest centres es troben en una regi6 de la cadena peptídica
de l'enzim marcadament basica (228). El centre fosforilable

té versemblantment una situació bastant cap a l'exterior de

l'estructura de la molècula, car és facilment atacable per eE

zims proteolítics com per exemple la tripsina (224, 229) que

dona una forma dímera de la fosforilasa, forma È', que encara

és activable per AMP.

La fosforilasa muscular és totalment dependent de

piridoxal S'-fosfat per a ser activa (230). Cada subunitat de

fosforilasa, tant de la forma a com de la È' conté una molècE
la del cofactor fermament fixada al' estructura proteica (231).

1.5.1.2. Propietats enzimàtiques

L'equilibri de la reacció catalitzada per la fosfori
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lasa s'assoleix quan la relació fosfat/glucosa I-fosfat, a

pH 6,8 , és igual a 3,6 (232, 233). Malgrat que existeix la

possibilitat de síntesi de glicogen per la fosforilasa "in v�
tro", sembla segur que sota condicions fisiològiques la reac­

ciò funciona gairebé enterament en el sentit de la glicogeno­
lisi com ho prova el fet que l'administració d'agents com l'�
pinefrina, que activen a la fosforilasa "in vivo", produeix

sempre un estímul de la degradació del glicogen (234) i mai

de la síntesi.

Han estat trobats molts compostos amb capacitat per

afectar l'activitat de la fosforilasa. Ho fan a través del

centre al qual s'uneixen, però sovint també per interacció

amb els efectes promoguts per l'estimulació d'altres centres

de l'enzim (228). Per exemple, l'afinitat de la fosforilasa b

per l'AMP és incrementada unes 100 vegades quan augmenta la

concentració dels substrats i, inversament, la fixació d'AMP

incrementa considerablement l'afinitat de l'enzim per aquells

(220, 235, 236).

Cal entendre, doncs, que la regulació al.lostèrica

de l'enzim no dependrà únicament de la concentració d'AMP,

sino que també estarà afectada en gran part per la concentra­

ció particular de cada substrat, de les d'efectors, especial­

ment l'ATP i la glucosa 6-fosfat que es comporten corn inhibi­

dors al.lostèrics (237, 238), i de la de certs cations diva­

lents (228).

La glucosa, que ha estat descrita com a modulador

de l'activitat de l'enzim, sobre la foma.� del qual exerceix

un efecte inhibitori clar "in vitro" (221, 232), també ha es­

tat presentada com a estimuladora de la conversió de la forma

a en la b catalitzada per la fosforilasa fosfatasa (239) i en
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la b' per tripsina (240).

Ara bé, l'operativitat del control al.lostèric en

condicions fisiolbgiques per alguns dels efectors esmentats

és discutible. L'activaciò de la forma b per AMP no sembla

factible en la majoria de les situacions metabòliques del

múscul esquelètic "in vivo" (241, 2�2)�. Els efectes de la glE
cosa tampoc semblen tenir un valor fisiològic al múscul, car

aquest teixit conté molt poca glucosa lliure en condicions

normals (243).

�

1.5.2. INTERCONVERSIO ENTRE LES FORMES DE LA FOSFORILASA

MUSCULAR.

Tal com ja hem esmentat (seccions 1.4. i 1.5.1.),
la conversi6 de la fosforilasa b en � està catalitzada per -

la fosforilasa quinasa (181) en una reacció irreversible de

transferència de fosfat del MgATP al residu de serina especI
ficament fosforilable de cada subunitat. uIn vitro" es poden

incorporar fins 4 mols de fosfat per mol de fosforilasa a

(tetramèrica) (183) però la màxima activitat enzimàtica és as

solida quan solament han estat incorporats 2 mols de fosfat.

El procés es realitza per passos, amb l'aparició de formes

parcialment fosforilades (185).

La reacció de desfosforilació està catalitzada per

la fosforilasa a fosfatasa (213-217). Amb la purificació ïeE_
tudi de fosfoproteïna fosfatases de múscul s'ha trobat que

l'activitat fosforilasa a fosfatasa podria �star catalitzada

per un enzim responsable igualment de l'activitat glicogen
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sintasa fosfatasa (244) o de la glicogen sintasa fosfatasa i

de la fosforilasa quinasa � fosfatasa alhora (245,246).

Recentment ha estat descrit un efecte inhibitori de

l'acció fosforilasa produït per la subunitat reguladora de:la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic quan es troba dissocia

da (247). Aquesta observació, que de moment constitueix un fet

aïllat, necessita posterior atenció.

1.5.3. FOSFORILASA DE TEIXIT HEPÀTIC

Tal com succeeix amb altres enzims del metabolisme

del glicogen, el nivell de coneixements que hi ha sobre les

formes hepàtiques de la fosforilasa és més escàs que el que hi

ha sobre les formes del múscul esquelètic.

La fosforilasa hepàtica té diferències notables res

pecte la muscular. Es presenta en una forma inactiva b que pa�
sa a una altra activa a per fosforilació (248) però sense

que el fenomen cursi amb l'agregació de subunitats. La forma

inactiva de l'enzim és molt poc estimulable per AMP mentre que

l'activitat de la forma a és augmentada un 40% pel nucleòtid

(248) •

L'activitat fosforilasa � fosfatasa hepàtica és pro­

tagonitzada per fosfoproteïna fosfatases que tal yegada també

actuen sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa quinasa �

(249, 250). També ha estat descrita la convezs í.ó t.de la fosfori

lasa � hepàtica en una forma e' per la tripsina (226).
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El pes molecular de la fosforilasa hepàtica de con­

nill (185.000) és inferior al de l'enzim del múscul esquelètic
del mateix animal (200.000) (226). En canvi, la seqüència d'a­

minoàcids del centre fosforilable presenta les mateixes carac­

terístiques en arnbdos casos (226).

Ha estat demostrada la inactivació de la fosforilasa

hepàtica per addició de glucosa als extractes (251). La glucosa
també té un efecte inhibitori sobre la fosforilasa �, almenys
"in vitro", en provocar la disminució de l'afinitat pels seus

substrats (252) i també estimulant _el pas de la forma � a la b

o a la b' per acció de la fosfatasa específica (252, 253) o de

la tripsina (254) respectivament. L'AMP, malgrat que estimula

poc la fosforilasa e hepàtica, contrarresta aquets efectes de

la glucosa (252).
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1,6, GLICOGEN SINTASA QUINASES INDEPENDENTS D'AMP CÍCLIC

La introducció de fosfat a la molècula de glicogen -

sintasa, enzim regulable per fosforilació (veure secció 1.7.),

pot ésser catalitzada per proteïna quinases independents d'AMP

cíclic. Aquest fet ha estat posat de manifest en els darrers

anys per la identificació, purificació i caracterització de

glicogen sintasa quinases independents del nucleòtid i proce­

dents principalment d'extractes de múscul esquel�tic de co­

nill (15,17).

En un estudi recent (14) ha estat demostrat que les

proteïna quinases independents d'AMP cíclic poden catalitzar

la major part de l'activitat glicogen sintasa quin�sa a molts

teixits. Utilitzant l'inhibidor proteic de les proteïna quina­

ses dependents d'AMP cíclic ha estat calculat (14) que a la ra

ta el 97% de l'activitat glicogen sintasa del ronyó, el 91% de

la de fetge, el 87% de la de cervell, el 85% de la de cor i el

38% i el 33%, respectivament, de les del teixit adipós i del

múscul esquèlic són independents d'AMP cíclic. L'àmplia dis­

tribució i l'elevada concentració d'aquest tipus d'enzims als

teixits fan pensar que juguen un paper fisiològic important i

que formen part de sistemes de control de la glicogenolisi in

dependents de l'AMP cíclic.

Nimmo i Cohen 115) han caracteritzat la primera glicogen sinta



55

sa quinasa independent d'AMP cíclic, la glicogen sintasa quin�
sa-2, que està localitzada de forma relativament específica al

complexe glicogen-proteïna de les cèl.lules de múscul de co­

nill. L'enzim catalitza, segons aquests autors, la fosforila­

ció de la glicogen sintasa i, en menor escala,la de la fosviti

na (255). Es inactiva del tot amb la fosforilasa è, la fosfori

lasa quinasa b o les histones (255). L'activitat de l'enzim no

és afectada per AMP cíclic ni per GMP cíclic, ni tampoc per

calci, per EGTA, per glucosa 6-fosfat o per glicogen (15).

Huang i col.laboradors (16) han purificat a partir
del múscul esquelètic de conill una glicogen sintasa quinasa
amb marcada activitat fosvitina quinasa i que probablement és

el mateix enzim que el trobat per Nimmo t Cohen (15). Aquesta

quinasa no és capaç de transformar totalment la forma l de la

glicogen sintasa en forma D (16, 255). La quantitat de fosfat

introduït per cada una de dues glicogen sintasa quinases des­

crites és d'un mol per mol de subunitat de glicogen sintasa

(255/- 258) .

Quan la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic ac­

tua conjuntament amb cadascuna d'elles, són introduïts dos

fosfats per subunitat de sintasa (255) o tres (256 - 258) se­

gons quines siguin les condicions d'assaig utilizades.

Una glicogen sintasa quinasa independent d'AMP cí­

clic, amb activitat fosvitina quinasa i amb capacitat per ren­

dir formes de glicogen sintasa totalment dependents de gluco­
sa 6-fosfat, ha estat caracteritzada a partir d'extractes de

múscul esquelètic de conill per Itarte i col.laboradors (17).

Aquesta nova quinasa pot introduir fins a quatre molècules de

fosfat per subunitat de glicogen sintasa, essent les dues pri­

meres les que determinen la qualitat de dependència de gluco-
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sa 6-fosfat al substrat. L'actuació combinada amb la proteïna
quinasa dependent d'AMP cíclic, enzim que és capaç de fixar

dues molècules de fosfat a cada subunitat en les condicions

d'assaig d'aquests autors, produeix el mateix grau de fosfori­

lació que quan la glicogen sintasa quinasa actua sola (17).

Tot i no existir molta evidència directa que els fosfats in­

troduïts per cadascuna d'aquestes quinases vagin a parar a ce�
tres fosforilables específics i diferents entre sí, el cert és

que l'efecte de la introducció d'una quantitat determinada de

fosfat per subunitat de glicogen sintasa depén de quin hagi e�
tat l'enzim fosforilant (17). Efectivament, l'increment de la

dependència respecte de la glucosa 6-fosfat que produeix la

fixació de dos fosfats sobre la glicogen sintasa és dues vega­

des més gran si el procés ha estat catalitzat per la glicogen
sintasa quinasa que si ho ha estat per la proteïna quinasa de­

pendent d'AMP cíclic (17).

L'avenç dels estudis sobre glicogen sintasa quina­

ses ha d'aclarir una sèrie-'important de qüestions referents

tant a la natura dels processos de fosforilació de la glicogen
sintasa com als mecanismes de control hormonal que són media­

titzats per aquests enzims.
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1,7, GLICOGEN SINTASA

La glicQgen sintasa catalitza la formació d'enllaços
a1-4 glucosílics entre l'extrem de les branques de la molècula

de glicogen i les unitats de glucosa que contribueixen a allar

garles, i utilitza corn a donador d'unitats glucosíliques la

UDP-glucosa. El descobriment de l'enzim (259) va representar
la crisi del concepte segons el qual la fosforilasa era respo�

sable tant de la síntesi corn de la degradació del glicogen en

condicions fisiològiques.

La reacció catalitzada per la glicogen sintasa cons­

titueix la clau del control de la biosíntesi del polímer mer­

cé a les característiques especials de l'enzim. La regulació de

la seva activitat es basa en el fet que es presenta en formes

cinèticament distintes i convertibles unes en les altres per

processos de fosforilaci6 i desfosforilació.

1.7.1. ESTRUCTURA l PROPIETATS DE LA GLICOGEN SINTASA

L'enzim ha estat purificat en diversos graus a par­

tir de nombrosos teixits. El pes mo,lecular de les subunitats
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de glicogen sintasa, determinat per electroforesi en gels de

poliacrilamida-dodecil sulfat sòdic, oscil.la entre 77.000 i

100.000 segons el teixit d'origen (255, 260-271) essent els

valors compresos entre 85.000 i 90.000 els que predominen més.

La forma nativa de la glicogen sintasa està constituida per �
gregació d'un cert nombre de subunitats. Tot i que hi ha la

possibilitat de formació d'agregats inespecífics derivats de

la manipulació "in vitro" de l'enzim (271), sembla cert que
en condicions fisiològiques la forma fosforilada de l'enzim

es pot presentar eh trímers (269, 271) i tetràmers (269) al

muscul esquelètic .de conill, i en trímers i hexàmers al fetge
de rata (260). La forma no fosforilada de la glicogen sintasa

es presenta en tetràmers (255, 261, 268-270), dímers (261,269)
i possiblement hexàmers (261) i octàmers (255). El significat
exacte d'aquestes diferències en l'estat d'agregació és, per

ara, desconegut.

El descobriment de l'existència de formes de l'enzim

cinèticament diferents (3) derivà d'estudis preliminars sobre

l'efecte del tractament del múscul esquelètic amb insulina (272)
Poc temps després la glicogen sintasa va ser aïllada en dues

formes que presentaven diferències quant a la cinètica i al con

tingut de fosfat unit covalentment (4), essent establert el

concepte de l'existència d'una forma fosforilada que va ser a­

nomenada glicogen sintasa D (dependent) per ser molt poc acti­

va en absència de l'efector al.lostèric glucosa 6-fosfat, i

d'una altra, la glicogen sintasa l (independent), activa àdhuc

en absència de glucosa 6-fosfat i que no contenia pràcticament
gens de fosfat. La forma D es considerà fisiològicament inac­

tiva, mentre que la l seria l'activa "in vivo" (273). La forma

D era, a més, altament susceptible a la inhibició per nucleò­

tids d'adenina i per fosfat.



59

Sovint la glicogen sintasa és caracterizada per la

relació entre les activitats mesurades en absència i en presèE
cia d'una concentració elevada de glucosa 6-fosfat. Aquesta r�

lació, expressada en forma de percentatge, es coneix corn "per­

centatge de forma l''. Ara, bé, arran del descobriment de la po�
sibilitat de fosforilació múltiple de l'enzim hom considera

actualment que els termes "forma l'' i "forma D" de la glicogen
sintasa són atorgables únicament a formes teòriques extremes

de desfosforilació i fosforilació respectivament. Entre amb­

dues situacions hi.ha cabuda per a nombroses possibilitats de

fosforilació parcial de la glicogen sintasa. Tenint en compte

aquestes consideracions, i tal com han emfatitzat recentment

Roach i Larner (274), el percentatge d' activi tat l no ha de ser

pres com una mesura de la fracció molar de forma I. Malgrat

tot, la caracterització de l'enzim mitjançant aquest paràmetre
encara és molt útil perquè hi ha una correlació entre aquest i

el grau de fosforilació.

1.7.2. REGULACIÓ AL.LOSTÈRICA DE LA GLICOGEN SINTASA

Pel seu efecte activador sobre qualsevol de les fOE
mes de la glicogen sintasa, així corn per l'acció contrarresta­

dora de la inhibició produïda sobre l'enzim per altres metabo­

lits, la glucosa 6-fosfat es pot considerar l'efector al.los­

tèric més important de la glicogen sintasa a la majoria dels

teixits estudiats (com a revisió vegis les referències 170,

275). Generalment hom considera que tant en el cas de l'enzim

del múscul com en el del fetge, l'efecte de la glucosa 6-fos­

fat consisteix a augmentar l'afinitat de la forma l per la UDP

glucosa i, possiblement a incrementar la Vmax de la forma D augmentant
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paral.lelament l'afinitat per la UDP-glucosa (263). Si aquests
són els fets certs, l'expressió de l'activitat l indicaria més

aviat l'estat d'afinitat pel substrat que no pas l'estat d'ac

tivació de l'enzim, segons que fan notar Roach i Larner (276).

Amb tot, cal esperar més dades sobre la cinètica de l'enzim a

partir de les seves formes purificadas abans d'arribar a con­

clusions definitives pel que fa a la natura dels efectes de .

la glucosa 6-fosfat.

Els nucleòtids, especialment els d'adenina i els d'u

ridina, així com la creatina-fosfat, són inhibidors tant de

les formes fosforilades corn de les altres de la glicogen sin­

tasa (277-279). Aquests efectes, amb la possible excepció del

causat per l'uridina difosfat, són contrarrestats per la glu­

cosa 6-fosfat, especialment sobre la glicogen sintasa D.

El ion magnesi té un efecte activador clar (3, 251,

280, 281, 111). El manganés té un efecte estimulant sobre la

forma D que pot resultar operatiu "in vivo" (282). L'anion -

sulfat també es comporta corn a activador, especialment de la

forma D de l'enzim (283-285) incrementant-ne la Vmax en pre­

sència de glucosa 6-fosfat, efecte amb implicacions fisiolò­

giques desconegudes. L'acció del ion fosfat depen de les co�

dicions de reacció i de l'estat de fosforilació de l'enzim.

Pot actuar tant corn a activador (286, 287, 265) que com a in­

hibidor (265,280, 288, 289).
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1.7.3. INTERCONVERSIO DE LES FORMES l i D.

Malgrat'que alguns metabolits presents al citoplas­
ma afecten, almenys "in vitro", l'activitat de la glicogen
sintasa, la condició més marcadament definitoria de l'estat

·actiu de l'enzim és el grau de fosforilació que presenta i

que és determinant tant de la seva activitat intrínsica com

de la susceptibilitat d'aquesta per ser modificada per efec­

tors específics. Qualsevol canvi del grau de fosforilaci6 o,

si es vol per fer més ampli el concepte, del grau de "depen­
dència" de glucosa 6-fosfat, mena l'enzim des d'unes. formes a

d'altres amb activitat diferent. Aquesta conversió, que en

condicions fisiològiques està operada per passos específics
de fosforilació i desfosforilació, és el fenomen que possib_!
ta bàsicament el control de la velocitat de la reacci6 cata­

litzada.

1.7.3.1. Fosforilació covalent.

La primera descripció de la interconversió de for­

mes de la gligogen sintasa per fosforilació covalent al tre­

ball de Friedman i Larner (4) data de fa quinze anys. La in­

troducció de fosfat a la molècula d'enzim provocava la pèr­
dua d' activitat quan aquesta es mesura va en absència de glu­
cosa 6-fosfat: es produïa la coversió de l a D. D'aleshores

ençà, i a la vista de la possibilitat que la fosforilaci6

fós múltiple, és a dir, que s'incorporés més d'un fosfat per

subunitat de glicogen sintasa, l'interés d'una bona colla de

grups de treball s'ha centrat en l'estudi de l'estequiome­
tria total de la reacció de fosforilació i a discernir qui­
nes i quantes són les molécules de fosfat introduides per ca
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dascuna de les proteïna quinases dependents d'AMP cíclic i

glicogen sintasa quinases que han anat essent descrites du­

rant els darrers anys. La determinació dels centres especí­
ficament fosforilables per cada quinasa, la trascendència

que cada un dels fosfats introduïts té en la modificació de

les qualitats de l'enzim, i la funció fisiològica de cada es

tat de fosforilació, són altres fites cobejadíssimes per a

l'avenç del coneixement del sistema glicogen sintasa.

Al treball original de Friedman i Larner (4) l'anà­

lisi de la incorporació de fosfat radi actiu a la glicogen
sintasa purificada a partir de teixit muscular donà un valor

de 5 fosfats per subunitat de 85.000 daltons. Al mateix lab�
ratori, analitzant el contingut en fosfat labilitzable per

acció d'àlcali, s'ha obtingut el valor de 6 fosfats per sub­

unitat de glicogen sintasa (290). Aquests valors són els més

alts trobats per a l'enzim de múscul i fóren observats des­

prés d'incubacions molt prolongades a 4'oC amb concentracions

elevades de MgATP i AMP cíclic les quals rendien productes finals

amb activitat glicogen sintasa essencialment nul.la en absèn

cia de glucosa 6-fosfat. Amb gran probapilitat eren el resul

tat de l'acció combinada de la proteïna quinasa dependent
d'AMP cíclic i de glicogen sintasa quinases, desdonegudes en

cara aleshores, que acompanyaven a aquella en les seves pre­

paracions parcialment purificades. Recentment, aquest grup

ha obtingut, en unes condicions de treball diferents, nou

preparacions de glicogen sintasa amb continguts de fosfat

creixents, essent el valor de 3,5 el més elevat (291, 292).

D'altra banda, utilitzant enzims purificats, Soder­

ling i col.laboradors (268, 293) observaren que la proteïna

quinasa dependent d'AMP cíclic només introduïa un fosfat per

subunitat de glicogen sintasa produïnt un descens simulta-
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ni de 0,6 a la relació entre les activitats mesurades en ab­

sència i presència de glucosa 6-fosfat (268, 293). El mateix

Soderling va observar, però, que utilitzant una concentració

de proteïna quinasa molt més elevada es produïa la introduc­

ció d'un altre fosfat amb una velocitat notablement inferior

a la d'introducció del primer (293). El segon fosfat addicio

nat menava la relació d'activitats de 0,25 a 0,05. l encara,

si la incubació es perllongava algunes hores en presència
d"altes concentracions de MgATP, el nombre de fosfats lli­

gats per subunitat de glicogen sintasa era de 5. Ara bé, cOE
siderant que qualsevol activitat glicogen sintasa que impuri

fiqués les preparacions de proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic podria posarse de manifest quan eren utilitzades en

concentració elevada, cal pensar que una part substancial

dels fosfats introduïts addicionalment en aquestes condicions

podia no ser atribuïble a la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic.

Amb glicogen sintasa també de múscul de conill, Ni�
mo i Cohen (255) obtingueren una incorporació de dos mols de

fosfat per subunitat de glicogen sintasa mitjançant l'acció

combinada de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic i de

la glicogen sintasa quinasa-2 per ells descrita (15). Segons

aquests autors, cada quinasa introduia un fosfat i el descens

en la relació d'activitats mesurades en absència i en presèE
cia de glucosa 6-fosfat era de 0,80 a 0,18 si actuava la pr�
teïna quinasa dependent d'AMP cíclic o de 0,80 a 0,08 si ho

feia l'altra, i a 0,01 quan actuaven plegades.

La glicogen sintasa quinasa obtinguda per Huang i

col.laboradors (16), probablement la mateixa que la descrita

per Nirnrno i Cohen (255), també introdueix un sol fosfat per

subunitat de glicogen sintasa. En les condicions de treball



64

d'aquests autors, però, la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic pot introduir dos fosfats en comptes d'un (16, 256).
Altres grups de treball han obtingut uns resultats similars

(257, 258) amb incorporacions màximes de 3 mols de fosfat

quan els dos tipus de quinases actuaven alhora (258).

La glicogen sintasa quinasa descoberta i purificada
recentment per Itarte i col.laboradors (17) és capaç d' incor­

porar per sí sola 4 mols de fosfat per mol de subunitat de

glicogen sintasa, 'conduint-Ia vers la inactivació total en u

nes condicions experimentals en les que la proteïna quinasa
dependent d'AMP cíclic produeix un descens en la relació d'ac

tivitats fins a 0,40 després d'una incorporació màxima de 2

mols de fosfat per mol d'enzim (17).

A la glicogen sintasa procedent d'altres teixits

també s'han observat fosforilacions múltiples que transfor­

men formes de l'enzim "independents" en formes més o menys

"dependents" (260, 261, 294).

"In vitro", les condicions experimentals de la fos­

forilació de la glicogen sintasa de múscul esquelètic de co­

nill, que és la més estudiada, són especialmént decissives i

cal que es tinguin en consideració a l'hora de discutir la

disparitat existent entre les observacions sobre l'estequio­
metria del procés, tant pel que fa a la màxima quantitat de

fosfat introduïda com al nombre mínim de fosfats que determi
nen la transformació total de la forma l en la D. Roach i Lar

ner (276) afirmen que tant l'estequiometria com la cinètica

de la fosforilació de la glicogen sintasa semblen principal­
ment dependents del mètode i de l'estat de purificació de la

glicogen sintasa utilitzada, de la quantitat i qualitat de

proteïna quinasa que catalitza el procés, així com de la tem
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peratura i de la concentració de MgATP present al medi d'in­

cubació.

Lluny encara de conclusions definitives sobre el te

ma, les dades descrites sostenen, si més no, les idees orig�
naIs sobre la fosforilació covalent múltiple com a mecanisme

convertidor de les formes més actives de la glicogen sintasa

en les fisiològicament inoperants.

1.7.3.2. Proteolisi limitada

Un mecanisme que transforma la glicogen sintasa l

en una forma similar a la dependent de glucosa 6-fosfat és

la proteolisi limitada promocionada per tripsina o per un faE_
tor proteic dependent de calci (303, 296). L'interés que es­

timula l'estudi de les característiques que acompanyen aquest

procés i les qualitats dels productes resultants rau no pas

a les implicacions fisiològiques que puguin tenir, possible­

ment minces o nul.les, sino a l'orientació que ofereixen so­

bre l'estructura de la molècula de glicogen sintasa i dels

seus centres fosforilables.

Segons Takeda i col.laboradors (291), una prepara­

ció de glicogen sintasa amb característiques essencialment

"independents" (100% I) i amb un pes molecular de 85.000 per

subunitat, rendia per tractament limitat amb tripsina una

forma amb pes molecular de 75.000 i amb una activitat l del

20%. El tractament idèntic d'una preparació de glicogen sin­

tasa dependent del tot de glucosa 6-fosfat (4% I) que conte­

nia 3,2 fosfats per subunitat de 85.000 daltons produia un
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polipèptid de 75.000 daltons amb activitat indepent zero i

amb un contingut de 2 fosfats. D'això s'en pot deduir que �
dues formes de l'enzim presenten un nucli resistent a la triE
sinitzaci6 el qual conté diversos centres fosforilables i, prE

bablement, el centre d'activaci6 al.lostèrica per glucosa 6-

fosfat car, malgrat el descens a l'activitat I, l'activitat

específica en presència de l'activador era similar a la ini­

cial. El fragment separat per acci6 de la tripsina conté cen

tres de fosforilaci6 i potser també el centre de fixaci6 del

substrat UDP-glucosa.

1.7.3.3. Desfosforilaci6 de la glicogen sintasa

La separaci6 del fosfat unit covalentment a la molè­

cula de glicogen sintasa és duta a terme per activitats fosfo

proteïna fosfatasa. Zieve i Glinsmann (297) Vctren isolar a

partir de múscul esquelètic de conill una fosfatasa amb acti

vitat sobre la glicogen sintasa fosforilada i, a més, sobre

la fosforilasa quinasa�, i ambdós substrats es comportaven

com a inhibidors competitius l'un de l'altre (297).

Certes preparacions de fosfatasa de múscul cardíac

boví (244) presenten activitat sobre la glicogen sintasa i s�

bre la fosforilasa � indicant, juntament amb el resultats de

Zieve i Glinsmann (297), que un mateix enzim pot catalitzar

més d'una activitat fosfoproteïna fosfatasa (veure secci6 1.

8.1.).

Recentment Hutson i col.laboradors (300) han estu­

diat l'efecte d'una fosfatasa de múscul de conill sobre for-
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mes de la glicogen sintasa fosforilades de manera diferent

amb 32p per la proteïna quinasa dependent d'ANP cíclic i per

la glicogen sintasa quinasa. Tal com havia estat descrit pr�
viament per Soderling (257 i secció 1.7.4.1.), la localitza­

ció dels fosfats sobre les subunitats de la sintasa tenia

lloc en un centre sensible- .a L tractament amb tripsina prefe­
rentment fosforilable per la proteïna quinasa dependent d'ANP

cíclic, i sobre un altre centre que era insensible a .la trip­

sina i que era fosforilat per acció de la glicogen sintasa

quinasa o, amb una "eficiència menor, per la proteïna quinasa

dependent d'AMP cíclic. Les formes de glicogen sintasa estu-"

diades per Hutson i col.laboradors eren tres: una que conte­

nia un fosfat per subunitat de 90.000 daltons situat majorit.9:
riament sobre el centre sensible a la tripsina; una altra amb

el mateix contigut de fosfat però situat preferentment sobre

el centre insensible a la tripsina; i una tercera amb dues mo

lècules de fosfat per subunitat de 90.000 daltons. La veloci­

tat de desfosforilació de les dues primeres formes era notò­

riament inferior a la velocitat amb la qual era enretirat el

primer fosfat dels dos que contenia la tercera. Una vegada h.9:
via estat lliurat el primer fosfat de la tercera forma, aque�

ta seguia essent desfosforilada per la fosfatasa però molt

més lentament, amb una velocitat similar a la de desfosforila

ció de les altres dues formes. Per anàlisi dels pèptids deri­

vats de la glicogen sintasa tractada amb CNBr es va determi­

nar que durant la fase iniéial d'acció ràpida sobre la forma

difosforilada de la sintasa, la fosfatasa actuava preferent­

ment sobre el centre insensible a la tripsina. Els autors po�

tulen, arran d'aquestes observacions, que el paper de l'altre

centre és l'afavoriment de la desfosforilaci6 de l'insensible

a la tripsina, fenomen que conduiria a la glicogen sintasa

vers la independència de glucosa 6-fosfat.
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L'activitat glicogen sintasa fosfatasa està catalit­

zada al fetge de conill per enzims que també s'ocupen aparen_!:
ment de l'activitat fosforilasa � fosfatasa (298, 249) o de

les activitats fosforilasa � fosfatasa i fosforilasa quinasa

� fosfatasa (250). També han estat descrites, però, proteina
fosfatases que actuen exclusivament sobre la glicogen sinta-

sa (299) i que són molt mès làbils en els processos de puri­

ficació que les esmentades més amunt (298, 249, 250).

1.7.4. LA FOSFORILACIÓ MÚLTIPLE l LA REGULACIÓ DE LA GLICOGEN

SINTASA.

El concepte de dues formes extremes i definides de

la glicogen sintasa, les formes l i D, una activa en condi­

cions fisiològiques i l'altra fosforilada i inactiva, ja no

pot ser 'sostingut perque està ben clar que el procès de fos­

forilaciò de l'enzim no té un caracter de "tot o res" sino

que es presenta com una sèrie de fosforilacions parcials i

concatenables que dona lloc a la distribució de la glicogen

sintasa en múltiples formes l' activi tat integrada de les quals

pot ser "més o menys D" o "més o menys I".

A una secció prèvia (1.7.3.1.) han estat revisades

les principals aproximacions al' estequiometria de la fosfor_!
lació de la glicogen sintasa que han estat realitzades fins

el present. Ara sembla el moment d'exposar les consideracions

més importants fetes entorn la trascendència fisiològica de

la fosforilació múltiple. Abans, però, és necesari un preàm­

bul que tracti sobre quins són els centres als quals van a
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parar de forma específica els fosfats introduïts per les di­

verses quinases que poden actuar sobre l'enzim .

. 1.7.4.1. Centres fosforilables i especificitat de la fosfo­

rilació.

L'existència de diverses activitats glicogen sinta­

sa quinasa i de centres fosforilables específicament per e­

lles era intuïble des del moment que hi va haver dades con­

cretes sobre els límits de la capacitat de la proteïna quina
sa dependent d'AMP cíclic per fosforilar la glicogen sintasa.

Inicialment la fosforilació de la sintasa era rela­

cionada de manera exclusiva amb l'acció de la proteïna quin�
sa dependent d'AMP cíclic. Però es va comprovar que solament

uns residus de serina molt concrets, aquells envoltats per

certs aminoàcids amb residu de caracter bàsic situats en de­

terminada disposició, es comportaven com punts fosforilables

específicament per aquesta quinasa quan la proteïna substrat,

en aquest cas la glicogen sintasa, estava en forma nativa i

no desnaturalitzada (veure secció 1.3.3.).

El nombre de residus de serina de la glicogen sint�
sa susceptibles de fosforilació per la proteïna quinasa depeE
dent d'AMP cíclic, assumint que en conté una proporció simi­

lar a la d'altres proteïnas estudiades, ha estat calculat en

11 (276). Si llur distribució a la molècula proteica és nor­

mal, probablement només un o dos dels onze punts potencial­

ment fosforilables es troben a la seva superficie externa, a

l'abast de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic. Cal
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donar per bons, perque molt probablement ho són, els resul­

tats obtinguts per diversos grups de treball (16, 17, 256-

258, 293',301) que indiquen que aquesta quinasa és responsable
de la introducció de, com a màxim, dos dels 3 a 6 fosfats que

pot acceptar la glicogen sintasa. Per aconseguir que "in vi-

.tro" la proteïna quinasa d'AMP cíclic poqués introduir més

fosfats caldria, doncs, que la glicogen sintasa estigués no­

tablement desnaturalitzada, condició que, òbviament, no es

donava als experiments sobre fosforilació múltiple de l'enzim.

L'existència d'altres activitats glicogen sintasa

quinasa, però, ja està plenament comprovada en molts teixits

(14) i algunes d'elles s'ha obtingut en forma purificada (veu

re secció 1.6.). Les fosforilacions que catalitzen són additi­

ves ·a les dependents d'AMP cíclic.

Tret del nombre, la qüestió és ara conèixer les ca­

racterístiques de cada centre fosforilable i esbrinar quines
de les activitats proteïna quinasa són les que afecten a ca­

dascún d'ells i la trascendència que tenen les fosforilacions

individuals en la modificació de les característiques cinèti­

ques de la glicogen sintasa.

Les primeres evidències directes de l'existència de

centres fosforilables de la glicogen sintasa amb caracterís­

tiques diferents deriven dels estudis del tractament de l'en

zim amb tripsina (secció 1.7.3.2.). Soderling i col.labora­

dors (257) operant "in vitro" amb enzims purificats observa­

ren que la pèrdua total del caracter l de la glicogen sinta­

sa es produia després de la introducció de dos fosfats per

subunitats si el procés estava catalitzat per la proteïna

quinasa dependent d'AMP cíclic, i d'un de sol si ho feia la

glicogen sintasa quinasa per ells preparada (257). Deduïren
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l'existència de dos tipus de centres fosforilables: un de seE
sible al tractament per tripsina, poc influent sobre la depeE
dència respecte glucosa 6-fosfat, i un altre que era insensi­

ble a la tripsinització i que conferia ben clarament la quali
tat de dependència a la glicogen sintasa. Segons aquests au­

tors la glicogen sintasa quinasa dirigeix la seva acció de

forma selectiva vers el centre "tripsina resistent", i la pro

teïna quinasa dependent d"AMP cíclic ho fa preferentment vers

el "tripsina sensible" i, amb menys avidesa, vers l'altre.

Huang i col.laboradors (256) han incubat glicogen
sintasa amb proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic i (32p)ATP
provocant la incorporació de dos mols de 32p per subunitat de

85.000 daltons. Després de tripsinitzar parcialment el produ�
te fosforilat, no observen pèrdua de fosfat radiactiu lligat
a l'enzim. Segons aquests resultats la proteïna quinasa depeE
dent d'AMP cíclic no fosforila centres sensibles a l'acció

suau de la tripsina, observació que està en contradicció amb

les de Soderling i col.laboradors (270, 257).

Després d'haver-ho anticipat mitjançant anàlisis ci­

nètics,el grup de Nirnrno i Cohen (255) ha trobat que "in vitro"

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic i la glicogen sin­

tasa quinasa-2 per ells purificades no fosforilen els matei­

xos centres. Aquests resultats els obtenen analitzant la se­

qüència dels pèptids marcats radiactivament que deriven del

tractament amb tripsina de la glicogen sintasa fosforilada

amb (32p)ATP. Quan l'enzim és fosfori lat per la proteïna qui­
nasa depenent d'AMP cíclic, els pèptids obtinguts per procedi
ment esmentat eren dos i la seqüència d'un d'ells era idènti­

ca a la descrita recentment per Huang i Krebs (302). Dels dos

pèptids radiactius derivats del tractament amb glicogen sint�
sa quinasa-2, un era similar, però no idèntic, a un dels fos-
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forilats per la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic, i

l'altre era diferent totalment de qualsevol dels descrits.

Aquests autors suggereixen, per tant, l'existència d'almenys

quatre centres fosforilables diferents a la subunitat de la

glicogen sintasa.

Tal col.lecció de dades, algunes d'elles contradic­

tòries, no respon encara a la majoria de les incògnites plaE
tejades sobre els centres fosforilables de la glicogen sint�
sa. La visió completa i correcta del tema depèn, en tot cas,

de la determinació exacta de l 'estequiometria "de la fosforila

ció de la glicogen sintasa i de la clarificació de l'espec­
tre de sintasa quinases que està essent desvelat en aquests d�
rrers anys.

1.7.4.2. Significat fisiològic de la fosforilació mfiltiple
de la glicogen sintasa.

Les recerques sobre la fosforilació múltiple de la

glicogen sintasa estan encaminades principalment cap a una

fita comfi: esbrinar el significat fisiològic exacte del pro­

cés i atribuir funcions biològiques concretes a cadascuna de

les fosforilacions específiques relacionant els centres fos­

forilables particulars amb les propietats cinètiques de l'en

zim. Recentment han aparegut els primers treballs que s'ocu­

pen d'una forma concreta d'aquestes qüestions.

Roach i col.laboradors (292, 289) han relacionat

quantitativament certes propietats cinètiques de la glicogen

sintasa amb el contingut de fosfat. Els valors de MO,S per
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la glucosa 6-fosfat i de SO,5 per la UDP-glucosa variaven ex

ponencialment amb el grau de fosforilació comprés entre va­

lors de 0,27 i 3,5 fosfats per subunitat. La distribució de

fosfat entre els diversos centres era, però, desconeguda.
També han trobat que la relaci6 entre l'activitat enzimàtica

i.el grau de fosforilació no era lineal, fenomen que implic�
ria en molts casos que a petits canvis al contingut en fos­

fat corresponguèssin grans variacions de l'activitat de l'en

zim (289). Aquesta observaci6, interessantíssima, dona signl
ficat fisiològic a les petites variacions de percentatge de

forma l que usualment es produeixen per tractaments hormo-.
naIs "in vivo". Els valors basals observats, d'altra banda,

a molts teixits estudiats (10-40% en termes de porcentatge
de forma I) corresponen als que "in vitro" presenten les pr�

paracions de glicogen sintasa que contenen de 1,5 a 2,5 fos­

fats per subunitat (289). Dins aquest.s marges és on, precisa­

ment, variacions tan petites corn del 5-10% de la forma l re­

presenten variacions àmplies a l'activitat de l'enzim (289).

Recentment tambè Brown i col.laboradors (258) han

estudiat cinèticament les formes de la glicogen sintasa ob-:.

tingudes deprés de ser incubada amb les proteïna quinases d�
pendent i independent d'AMP cíclic. La preparació enzimàtica

de glicogen sintasa contenia originalment una quantitat no

significativa de fosfat unit covalentment¡ la relació d'acti

vitats en absència i en presència de glucosa 6-fosfat era de

0,7 i l'AO,5 per aquest efector era de 15-25 �M. La fosfori­

laci6 de la glicogen sintasa per la subunitat catalítica de

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic donava corn resul­

tat la incorporaci6 de 2 mols de fosfat per subunitat i l'in

crement fins a 250 �M de l'AO,5 per la glucosa 6-fosfat. Una

proteïna quinasa independent d'AMP cíclic purificada per a­

quests autors podia introduïr només 1 fosfat per subunitat,
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però la forma de glicogen sintasa resultant era més poc ac­

tiva que l'obtinguda per acció de la dependent d'AMP cíclic:

presentava una AO,5 d'aproximadament SOO llM. Finalment, quan

l'enzim era tractat amb les dues quinases alhora, es produia
la incorporació de tres fosfats per subunitat, la qual cosa

suggeria l'existència d'almenys tres centres de fosforilació

diferents. L'AO,S per glucosa 6-fosfat sofria un increment

progressiu que atenyia un valor d'aproximadament 1.800 llM, me�
tre que la relació d'activitats en absència i en presència -

de l'efector al.lostèric disminuïa fins el valor mínim de

0,02. Es molt probable que ambdues quinases actuin "in vivo"

i que combinades produeixin un efects inactivador màxim sobre

la glicogen sintasa.

Com que diversos estímuls reguladors de la glicogen

sintasa, especialment els hormonals, actuen, segons que es

creu, modificant simultàniament l'activitat de diverses pro­

teïna quinases i fosfatases, Roach i Larner (276) suggereixen

que el resultat d'aquests estímults és la distribució de la

glicogen sintasa en una munió d' espêcí.e s diferenciades pel grau

de fosforilació i per la �ituació dels fosfats sobre els dis­

tints centres fosforilables. Cada distribució particular tin­

dria una susceptibilitat determinada a les condicions metabò­

liques locals (concentració de substrats, efectors al.lostè­

rics positius o negatius, etc.) i expressaria una activitat

que seria la integral de les activitats de totes les formes

de l' enz im que la composen. Així, de la contemplació de la g11
cogen sintasa corn un model enzimàtic amb dues formes molecu­

lars, fosforilada i no fosforilada, hom ha anat evolucionant

fins considerar-la un model multidimensional format per tot

un espectre de graus de fosforilació múltiple diferents. Els

autors esmentants postulen (276) un esquema regulador que peE

met una integració altament complexe dels nombrosos senyals
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que controlen l'expressió de l'activitat de la glicogen sin­

tasa i subseqüentment la síntesi del polímer de reserva ambun

règim precisament establert.
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1,8, FOSFOPROTEINA FOSFATASES AL METABOL1SME DEL GLICOGEN

Mentre que ha estat duta a terme una extensa labor

d�estudi de les proteïna quiriases que intervenen a la fosfori­

laci6 d�enzims interconvertibles,· els més importants dels quals
estan involucrats al metabolísme del glicogen, l�atenci6 fixa­

da fins no fa gaire temps sobre les fosfoproteïna fosfatases

que catalitzen les reaccions recíproques de desfosforilaci6 ha

estat bastant limitada. Darrerament, però, s�ha progressat de

manera notable en la purificaci6 i estudi de l�especificLtat i

de la regulaci6 d�aquesta classe d�enzims.

1. 8.1. PROPIETATS:I ESPECIFICITAT DE LES PROTEïNA FOSFATASES

Un dels factors que ha limitat l�avenç de l�estudi de

les proteïna fosfatases ha estat la dificultat trobada per pu­

rificar-les. Per tant, els progressos obtinguts a la seva pu­

rificaci6 han representat, en aquest cas més que en altres, em­

pentes molt apreciables al coneixement de llurs propietats.

Hurd i col.laboradors (304) van lograr obtenir per

primera vagada una proteïna fosfatasa a partir de múscul esque­

lètic de conill. Tenia activitat fosforilasa fosfatasa però
no era molecularment homogènia sino que mostrava nombroses ban

des després de ser sotmesa a electroforesi en gels de poliacri­

lamida.
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El següent pas significatiu sobre el coneixement de

les proteïna fosfatases de múscul esquelètic va ser el donat fa

pocs anys per Kato i Bishop (305) els quals purificaren una fo�
fatasa tot estabilitzant-la amb ion Mn2+. Zieve i Glinsman (297)

isolaren l�enzim seguint el mètode anterior i en van estudiar

l�especificitat per substrats fosforilats amb 32p. La fosfata

sa obtinguda presentava activitat sobre la fosforilasa quinasa

i sobre la glicogen sintasa. Van demostrar que la fosforilasa

quinasa fosforilada, però no la desfoforilada i inactiva, es

comportava com inhibidor competitiu de l�activitat glicogen sin

tasa fosfatasa (297).

Nakai i Thomas (244) han aplicat el mètode de Kato i

Bishop a la purificaci6 de l�enzim de múscul cardíac boví. La

preparaci6 obtinguda té activitat fosfatasa, tant sobre la fos

forilasa a com sobre la glicogen sintasa, la histona i la ca­

seïna. Les quatre activitats coincideixen quant a comporta­

ment cromatogràfic i a l�electroenfocament, i cadascdn dels sub�
tracts desfosforilables és un inhibidor competitiu dels altres.

Les dades de Kato i Bishop (305), Zieve i Glinsmann (297) i Na­

kai i Thomas (244) semblen indicar que diferents activitats fos

fatasa poden radicar a una mateixa espècie proteica.

En contra d�això, Antoniw i Cohen (245) recentment han

presentat evidència que determinades preparacions de proteïna

fosfatasa de múscul esquelètic de conill tenen un elevat grau

d�especificitat pel substrat. Examinant l�espec�ficitat de les

tres proteïna fosfatases separades al darrer pas del seu procés

de purificaci6, han trobat que la que ells anomenen fosfatasa

l és activa sobre histones fosforilades però gairebé no actua

sobre altres substrats. La fosfatasa 11, que té un pes molecu­

lar de 170.000 i és separable mitjançant gel-filtraci6 de la

l que pesa 300.000 daltons, té una afinitat elevada per la sub-
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unitat a de la fosforilasa quinasa, però molt baixa per altres

substrats. La fosfatasa III, finalment, és molt interessant

perque desfosforila activament les subunitats 8 de la fosfori­

lasa quinasa, la glicogen sintasa fosforilada tant per la pro­

teïna quinasa dependent d�AMP cíclic corn per la glicogen sin­

tasa quinasa-2, i la fosforilasa ensems (245). La fosfatasa

III pot presentarse amb un pes molecular de 75.000 (III A) o de

45.000 (III B) (245). Cohen i col.laboradors (246) suggereixen

que la major part de l�activitat fosfatàsica que actua sobre la

glicogen sintasa està catalitzada pel mateix enzim que és res­

ponsable de les activitats fosforilasa quinasa fosfatasa i fo..§.
forilasa fosfatasa, la fosfatasa III. Es basen no solament en

l�esmentada coincidència d�activitats en una mateixa proteïna
enzimàtica sino també en el fet que les tres activitats són

afectades d�igual manera per un mateix inhibidor específic (ve�
�

re secci6 1.8.2.). Es probable que la proteïna fosfatasa III

de Cohen i col.laboradors es tracti de la mateixa fosfatasa iso

lada en unes condicions d�ferents per altres laboratoris (244,

297, 305).

La fosfoproteïna fosfatasa de fetge de con±ll ha es­

tat purificada fins a l"homogeneïtat i caracteri tzada per Brandt

i col.laboradors (298). L�enzim es presenta en forma de monò­

mer de 34.000 daltons i actua sobre la glicogen sintasa y sobre

la fosforilasa. A,mb)d6s substrats es comporten com inhibidors

competitius l�un de l"altre (249). Les velocitats relatives de

desfosforilació de la glicogen sintasa i de la fosforilasa per

aquesta fosfatasa, han estat estimades respectivament en l i 5

(249). Aquesta observació resulta su��estiva perque és corre­

lacionable amb les diferències de velocitat observades entre

la inactivació de la fosforilasa i l�activació de la glicogen

sintasa de fetge.
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Per la seva banda, Khandelwal Í!. col.laboradors (250)
han isolat dues proteïna fosfatases de fetge a les quals han

anomenat l i Il. Aparentment també es trobem en forma de mo­

nòmers de 35.000 daltons que actuen sobre la glicogen sintasa,

la fosforilasa, la fosforilasa kinasa, histones, caseïna i al­

tres substrats fosforilats. Tots els substrats s6n competidors

per ambdues formes de fosfatasa. El grau de purificaci6 d�aques
tes formes era, però, notòriament inferior a l�obtingut per

Brandt i col.laboradors. (298).

La conclusi6 comú de molts d�aquests resultats és que

una sola espècie enzimàtica pot catalitzar la desfosforilaci6

de distintes fosfoproteïnes al fetge. No manquen, d�altra ban

da, evidències experimentals que donguin suport al fet contra­

ri, és a dir, que les activitats fosfatasa diferents correspoE

guin a enzims independents. Per exemple, al fetge l�activitat

glicogen sintasa fosfatasa és molt més làbil en diverses condi­

cions experimentals que la fosforilasa fosfatasa (306, 307).

També hi ha diferències al desenvolupament ontogènic d�ambdues

activitats (308). l Kikuchi i col.laboradors (299) purificant

proteina fosfatases hepàtiques han trobat que l�activitat gli­

cogen sintasa fosfatasa es pot resoldre cromatogràficament en

dos pics dels quals només el segon actua també sobre la fosfo­

rilasa. El primer pic era molt làbil, mentre que l�activitat

fosforilasa fosfatasa del segon tendia a augmentar durant cer­

tes fases del procés de purificaci6. A la vista d�aquests re­

sultats, els autors han suggerit que quan es troba una sola pr�

teïna fosfatasa al fetge, és molt probable que se�n hag�n per­

dut d�altres per inactivaci6 en el transcurs del procés de pu­

rificaci6.
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1.8.2. CONTROL DE L'ACTIVITAT DE LES PROTErNA FOSFATASES.

1.8.2.1. Inhibidors Proteics.

Les troballes recents sobre l'associaci6 de les pro­

teïna fosfatases amb altres proteïnes que regulen llur activi­

tat han estat importants per la comprensi6 de la bioquímica i

de la regulació d'aquests enzims. L'efecte regulador d'aque�
tes proteïnes es basa en inhibir l'activitat de les fosfatases

amb les quals s'associen.

La primera manifestació de la presència d'un inhibi­

dor de fosfatases es va produir estudiant certs aspectes anò­

mals del metabolisme del glicogen a cèl.lules de carcinoma d'a�
citi d'Ehrlich (309). L'activitat glicogen sintasa d'aquestes

cèl.lules es trobava inhibida per un factor separable per cen­

trifugaci6 dels extractes crus. Aquest factor no era dialitz�
o

ble, era sensible a la tripsina i resistia la calefacció a 100' C

Gairebé simultaniament, i de forma independent, va

ser descrita la presència d'un inhibidor de fosfatases als ex­

tractes de fetge i de múscul esquelètic i cardíac. (310, 311).

A aquestes extractes l'activitat fosfatasa estava inicialment

inhibida i durant el procés de purificació s'anava recuperant.

Es va trobar finalment que allò que inactivava l'enzim era una

proteïna associada que es perdia durant el procés de purifica­

ció. Els complexes inactius fosfatasa-inhibidor que es van ob

tenir eren heterogenis quant a tamany i pes moleculars, i es

podien produir "in vitro" posant fosfatasa purificada, de pes

molecular 34.000, en presència de preparacions de l'inhibidor.

Les activitats fosfatasa afectades eren la fosforilasa i glic�
gen sintasa fosfatases (310, 311).
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Huang i Glinsmann (312) han esbrinat un nou mecanis­

me de regulaci6 enzimàtica que podria estar implicat en el con

trol hormonal de la proteïna fosfatasa. Els resultats d'aquests
autors indicaven que la inactivaci6 de la fosforilasa fosfata­

sa de mUscul esquelètic de conill resultava de la fosforilació

d'una subunitat reguladora o inhibidor-l, per la proteïna qui­
nasa dependent d'AMP cíclic. L'inhibidor-lo subunitat regul�
dora, solament si estava fosforilat- - es comportava com a inhi

bidor actiu de la fosfatasa, essent dissociable d'aquesta en

determinades condicions experimentals (312). La introducció

de fosfat a la subunitat reguladora té lloc, com ha estat com­

provat recentment (313), sobre un residu de treonina a la vora

del qual es troba una poc freqüent seqüència de quatre argini­

nes.

Huang i Glinsmann (314,315) també han descrit l'exi�
tència d'un segon inhibidor proteic de les fosfatases al mús­

cul esquelètic. Com l'anteriorment descrit, aquest nou inhi­

bidor, o inhibidor-2 és estable al tractament tèrmic, però és

atacable per tripsina. La seva activitat no és afectable per

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic.

Cohen i col.laboradors (246) han purificat a partir

d'extractes de teixit muscular un inhibidor de les fosfoprote_!
na fosfatases que no és activable per fosforilaci6. Versem­

blantment es tracta del que descriuen Huang i Glinsmann (314,

315). La seva acci6 és altament específica car només interac­

tua amb la fosfatasa III descrita pels mateixos autors (246).

Darrerament el grup de Cohen (316) també ha purifi­

cat i caracteritzat l'inhibidor-1 descobert per Huang i Glins­

mann (312), assenyalant que té poca estructura terciaria. Ma�
tenen que la desfosforilaci6 d'aquest inhibidor (317) depén
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principalment de l'activitat proteïna fosfatasa III (245), és

a dir, que l'activitat fosfatasa III regula la de l'inhibidor-1

i al seu torn és regulada per aquesta.

Khandelwal i Zinrnan (318) han purificat fins a l'ho

mogenitat un altre inhibidor proteic terrnoestable de la fosfo­

rilasa fosfatasa de fetge de conill que exerceix el seu efecte

també sobre la fosforilasa fosfatasa de diversos teixits de ra

ta. Inversament, utilitzant la proteïna quinasa purificada per

aquests autors (250) s'ha pogut detectar la presè�cia de l'in­

hibidor a molts teixits (318).

El mecanisme bioquímic de l'acci6 dels inhibidors pr�
teics termoestables de les fosfatases i llur relevància fisio­

lògica s6n extrems desconeguts per ara. Es pot dir, finalment

que interactuen amb les fosfatases i no amb els seus substrats

fosfoproteics, és a dir, que actuen corn a veritables subunitats

reguladores que inhibeixen lactivitat fosfatàsica de les sub­

unitats catalítiques.

1.8.2.2. Acci6 d'efectors de baix pes molecular.

L'acci6 de les proteïna fosfatases pot ser modulada

per la presència d'efectors tals corno els nucleòtids d'adenina,
la glucosa, la glucosa 6-fosfat, el glicogen i certs cations.

En molts casos, l'acci6 d'aquest elements es basa en canviar la

susceptibilitat dels substrats fosfoproteics de ser desfosfo­

rilats. Així, la desfosforilaci6 de la glicogen sintasa és in

hibida per glicogen (319) i la de la fosforilasa per AMP (320).

Aquests efe:ctors modifiquen l'estructura del substrat fent-lo

més apte o menys per l'acci6 de la fosfatasa, fenomen que ga­

ranteix la regulaci6 independent de les activitats fofatàsiques
fins i tot en aquells casos que estigu�n catalitzades per un

mateix enzim.
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Determinats nucleòtids d'adenina i d'uridina tenen

un efecte important sobre l'activitat de les fosfoproteïna fos

fatases tant als extractes crus que les contenen corn a les pre

paracions purificades.

Un exemple el constitueix la inhibició de la fosfori­

lasa fosfatasa per AMP (320) a través de la interacció del

nucleòtid amb el substrat fosforilasa a (253), però no amb la

pròpia fosfatasa.

L'activació per la glucosa del pas de fosforilasa �

a b ha estat demostrat amb diferents tipus de preparacions he

pàtiques (253) i s'ha arribat a la conclusió que la base de

l'efecte rau en un canvi conformacional de la fosforilasa a

la qual esdevé un substrat més idòni per la fosforilasa fosfa

tasa (253). També ha estat demostrat que la glucosa estimula

la desfosforilació de la fosforilasa a als extractes de múscul

esquelètic (239), però aquest efecte probablement té poca tras

cendència fisiològica, perque el nivell de glucosa lliure al

múscul és molt baix (253). L'activitat glicogen sintasa fos­

fatasa també és estimulable via interacció de la glucosa amb

el substrat (269).

La glucosa 6-fosfat també interactua amb les reaccions

de desfosforilació al múscul esquelètic de forma similar a corn

ho fa la glucosa amb les hepàtiques, estimulant la fosforilasa

fosfatasa per modificació de la proteïna substrat (321) i con­

trarrestant l'efecte inhibitori de concentracions fisiològiques

d'AMP sobre l'enzim (328). L'activitat glicogen sintasa fos­

fatasa tant de fetge (249) corn de múscul esquelètic (305, 244,

323), de teixit adipòs (324) o de leucòcits polimorfonuclears

( 325), és estimulable per glucosa 6-fosfat. Els resultats d'

algun d'aquests treballs {305, 244) suggereixen que l'efecte
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de la glucosa 6-fosfat tampoc no es produeix per acci6 direc­

te sobre la fosfatasa, sino per interacci6 amb el sustrat.

Les dades existents sobre el paper àel glicogen com

a efector de les fosfatases s6n contradictòries. Diversos au­

tors han descrit efectes bifàsics del glicogen sobre les acti­

vitats glicogen sintasa fosfatasa i fosforilasa fosfatasa al

fetge (253, 326), i sobre l'activitat glicogen sintasa fosfa-

tasa muscular (319, 327)i a concentracions baixes el glico-

gen es comportaria com a activador i a concentracions altes,

com inhibidor.

Finalment, han estat descrits nombrosos efectes de

cations sobre fosfoproteïna fosfatases, però encara hi ha mol­

ta confusi6 sobre aquesta àrea de coneixement. Les diferèn­

cies d'estabilitat entre distintes preparacions de proteïna

fosfatasa i I-heterogeneïtat molecular que presenten, així com

la dels substrats fosfoproteics utilitzats per estudiarIes, han

fet difícils les extrapolacions d�un estudi a un altre.

1.8.2.3. Influència del grau de fosforilaci6 del substrat.

A la secci6 anterior han estat descrites diverses ob

servacions sobre la modulaci6 d�activitats fosfatasa per modi­

ficacions dels respectius substrats produides per determinats

metabolist i alguns ions. De manera anàloga, la pròpia fosf�
rilaci6 de certs centres dels substrats proteics multifosfori

lables pot influenciar l'acci6 de les fosfatases que sobre ells

actuen. Aquest mecanisme de regulaci6 ja està postulat per a

la fosforilasa quinasa fosfatasa i per a �a glicogen sintasa

fosfa tasa.

Cohen i Antoniw (refèrencia 195 i secci6 1.4.2.1.),
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postulen que les subunitqts a de la fosforilasa quinasa de

múscul de conill en ser fosforilades no incrementen l'activi­

tat de l'enzim sino que, ben al contrari, afavoreixen la des­

fosforilaci6 de les subunitats S, de la qual cosa en resulta

la inactivaci6 de la fosforilasa quinasa. La fosfatasa que

opera sobre les subunitats S de la fosforilasa quinasa i que

és modulada d'aquesta manera és la "fosfatasa III", aïllada

per aquests autors a partir d'extractes de múscul de conill i

activa també sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa (re­

ferències 284, 285 i secci6 1.8.1.).

Les recents observacions de Hutson i col.laboradors

(ref. 300 i secció 1.7.3.3.) sobre la desfosforilació de la

glicogen sintasa guarden un cert paralel.lisme amb les de Cohen

i Antoniw. Postulen que una proteïna fosfàtasa de múscul es­

quelètic de conill que ells han purificat i que és activa sobre

la glicogen sintasa, la fosforilasa i les fosfohistones, té

especificitat pel centre fosforilable insensible a la tripsina

de la glicogen sintasa (300), el qual regula la dependència de

glucosa 6-fosfat d�aquest enzim (257). L�especificitat de la

fosfatasa i l�acci6 intensa sobre aquest centre només es fan

evidents si també està fosforilat el centre sensible a la triE
sina, el qual, segons els autors, no té gairebé influència so­

bre la dependència de glucosa 6-fosfat de la glicogen sintasa

( 257) .
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1.9. EFECTES HORMONALS SOBRE EL METABOLISME HEPÀTIC DEL GLI7

COGEN.

En les anteriors seccions hem anat passant revista

als principals elements que poden intervenir en els mecanis­

mes d'acci6 de les hormones que afecten al metabolisme del gl�

eogen. La revisi6 que hem fet ha estat alhora àmplia i limita

da. Amplia per ra6 del nombre d'elements involucrats en el

mecanisme d'acci6 de les hormones. l també limitada a) per­

que només ha contemplat elements implicats de manera immedia­

ta en aquells mecanismes, però no pas altres que només els po­

den afectar indirectament, b) perque no ha profunditzat en al­

guns aspectes massa concrets d'aquests elements corn, per exe�

ple, llur estructura molecular detallada o les característi­

ques catalítiques o cinètiques de les reaccions en les quals

intervenen, aspectes que no constitueixen exactament l'objec­

tiu del nostre estudi, i e) perque en molts casos el coneixe­

ment existent sobre les qüestions que ens interessen es difu­

mina aviat en un mar de resultats contradictòris i d'hipòte­
sis poc comprovades, o àdhuc topa simplement amb l'incògnit.

En les pàgines que ens ocupen intentarem exposar de

manera sumaritzada els coneixements sobre el control hormonal

del metabolisme hepàtic del glicogen que serviren per fornir

la base sobre la qual ha estat realitzat el nostre treball.
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1.9.1. ESTIMULACIO HORMONAL DE LA GLICOGENOLISI
..

HEPATICA�

L-estimulaci6 ràpida de la glicogenolisi pot ser duta

a terme al fetge pel glucag6 i les catecolamines (epinefrina)

(326, 328-331, 208, 13, 18) i també la vasopressina (332-334),

l'oxitocina (335), l'angiotensina 11 (332, 333) i l'hormona p�

ratiroidea (336, 337).

El coneixement que hom té sobre la manera com el gl�

cag6 modifica el metabolisme del glicogen parteix dels excel.

lents treballs de Suth.erland i col.laboradors (328) en els qual�

es demostrava que l'hormona causava la producci6 d'un factor

termoestable, més tard identificat com adenosina monofosfat cí

clic, el qual promovia l'activació de la fosforilasa. Parado­

xalment, els detalls de l'acci6 d'aquesta hormona sobre la cè­

lula hepàtica a través de l'increment d'A�W cíclic es coneixen

amb menys exactitutd que els de l'acci6 hormonal mediatitzada

per AMP cíclic al múscul esquelètic malgrat que el fetge va

ser d" antuvi el teixit més estudiat pel que fa referència a

aquestes qüestions. Al múscul �squelètic hom ha anat esbri­

nant una seqüència de reaccions que enllacen les modificacions

del nivell d'AMP cíclic amb els canvis de les vies metabòliques

del glicogen (secci6 1.1. i esquema IV). L'existència �'una

cascada glicogenolítica similar en el fetge és un fet assumit

però demostrat solament de manera parcial (34, 131 163, 338).

L'epinefrina causa al fetge un efecte glicogenolític

clar (326, 328, 329). Sobre la membrana de la cèl.lula hepà­

tica hi ha una població de receptors per les catecolamines divi

dits en dos grups que per conveniència han estat anomenats al­

fa i beta adenèrgics (339). Els de tipus alfa-adenèrgic són

aquells en els quals l'apinefrina hi és un agonista molt més

potent que l-isoproterenol i poden ser bloquejats per fentola­

mina, fenoxibenzamina o derivats ergòtics. Els efectes que
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d�ells depenen no estan mediatitzats per cap mecanisme rela­

cionat amb I�AMP cíclic (340). Els receptors beta-adrenèrgics
estan relacionats amb l�adenil ciclasa a la qual poden acti­

var. Són estimulables més per isoproterenol que per epinefri
na i llurs efectes poden ser bloquejats específicament per pr�

panolol o practolol. El fet que l�acci6 del glucag6 sobre l�

adenil ciclasa no sigUi bloquejable per antagonistes beta-adre

nèrgics (23, 341), i la diferent activaci6 de l�adenil cicla­

sa per glucagó i epinegrina suggereixen l�existència de receE
tors de membrana separats i diferents per cadascuna d�aquestes
hormones.

Totes les hormones glicogenolítiques estimulen aquest

procés al fetge produínt simultàneament un increment estable

de l�activitat fosforilasa a. Tal activació de la fosforilasa

està mediatitzada presumiblement per l�acci6 de proteïna qui­
nase i/o fosfatases, elements essencials del mecanisme utilit

zat per regular el metabolisme del glicogen.

En el cas del glucagó hom assumeix que l�increment

de l�activitat fosforilasa � pot ésser mediatitzat per I�AMP

cíclic, per la proteïna quinasa dependent d�aquest nucleòtid

i per la fosforilasa quinasa (342, 343), com a esglaons fon�
mentals però no únics. També la nucleòtid cíclic fosfodieste

rasa de baixa Km (344, 345, 68), les fosfoproteïna fosfatases

(346) i potser altres elementes cel.lulars poden estar invol�
crats en el mecanisme d�acci6 del glucag6. D�altra banda,

l�observaci6 d�efectes glicogenolítics causats per concentra­

cions baixes de glucag6 que no produeixen increments detecta­

bles d �AMP cíclic (347) ha .fet pensar en la possibilitat d
�

al
tres mecanismes per l�actuació de l�hormona (348). Per ara no

hi ha cap evidència que confirmi aquest darrer punt.
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A la bibliografia recent han aparegut diversos tre

balls centrats sobre el problema de l�acci6 de les catecola­

mines, i concretament de l�epinefrina, sobre el fetge (349,

350, 340, 12, 13). El punt d�interés bàsic d�aquests treballs

és el fet que l�acci6 glicogenolftica de l'epinefrina cursa

amb increments d�AMP cfclic modestíssims si hom els compara

amb els resultants de concentracions de glucag6 amb efectes

glicogenolítics equivalents als de l�epinefrina. Encara més,
l'efecte glicogenolític de les catecolamines es mostra gaire­
bé inalterable pel bloqueig, mitjaçant antagonistes apropiats,
dels receptors beta-adren�rgics dels quals depên l'activació

de l'adenil ciclasa i la producci6 d'AMP cíclic per part de les

catecolamines (13, 351). Aquesta desconcertant i notabilíssi­

ma troballa implica forçosament l'exist�ncia d�una vía que,

ben independentment de l'AMP cíclic, impulsi la glicogenolisi
a mercé �del govern per catecolamines.

Tret del glucagó, en general totes les hormones que

estimulen la glicogenolisis al fetge ho fan de manera similar

a l'epinefrina, sense incrementar el nivell d'AMP cíclic a dins

la cêl.lula. Tal fet ha estat demostrat per a la vasopressina

(334), l�angiotensina_ 11 (332) i l'oxitocina (335). Ni l'ep.!.
nefrina (338) ni l'angiotensina 11 (352) ni la vasopressina
(353) incrementèn l'activitat proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic hepàtica. Cap d'elles tampoc sembla exercir efectes de

pendents del guanosina monofosfat cíclic.

Sobre la base de les evidêncies actuals la possibil.!.
tat més versemblant per explicar el mecanisme d�acció de les

hormones glicogenolítiques no relacionades amb I�AMP cíclic ès

la que involucra a certs cations. Recentment el calci ha es­

tat essenyalat com a protagonista important de l'acció alfa­

adrenêrgica de l�epinefrina (208-210). També ha estat indica

da la possibilitat d�un paper per al calci i, en menor grau,
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per al potasi en l�acci6 de la vasopressina (333). De fet,
l�acci6 de la vasopressina i de l�angiotensina 11 sobre la sor

tida de glucosa dels hepatòcits al medi (333) o l�activaci6 de

la fosforilasa (333, 209) és totalment absent en medis despr�
vistos de calci. El mateix fenomen és observable amb l�epin�
frina (208, 209). Presumiblement aquestes hormones potencien
l�entrada de calci als hepatòcits i l�increment de calci al

seu interior hi estimula al.lostèricament la fosforilasa quin�
sa. Recolzant aquesta hipòtesi ha estat demostrat que la fos

forilasa és activable pel tractament de cèl.lules hepàtiques
amb el compost amb caràcter ionofor A23187 (353, 210, 2Q9)que
altera el transport de calci entre el medi i l�hepatòcit, pr�
vocant l�increment de la concentració intracel.lular de ca­

tion (211). També ha pogut ésser comprovada l�entrada de cal

ci als hepatòcits en resposta a l�estímul per efectors alfa­

adrenèrgics amb acció glicogenolítica (211).

Malgrat que el glucagó pot impulsar moviments de cal

ci entre la cèl.lula hepàtica i el medi (209, 211, 354), l�aE
sència del ion en el medi no determina el bloqueig de l�efec­

te glicogenolític de l�hormona (210).

El mecanisme d�acció hepàtica de les catecolamines

i el d�altres agents glicogenolítics diferents del glucagó

resta, doncs, fonamentalment desconegut en el moment actual.

�

1.9.2. L�OBSCURA ACCIO DE LA INSULINA.

De totes les hormones que afecten el metabolisme del

glicogen, aquella a l�entorn de la qual hi ha sens dubte les

controvèrsies mès dures i el desconeixement més gran, especial
ment pel que fa referència a les seves accions i al seu meca­

nisme d�actuació, és la insulina. Hom la presenta com a una
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hormona amb efectes múltiples sobre els teixits que li s6n sen

sibles, que són la majoria dels fonamentals. Part dels seus

efectes, aquells que es fan patents a termini mig o llarg, es

deuen a interaccions amb els processos d�expressi6 genètica i

de síntesi proteica. Aquests efectes no s6n probablement els

que s�atenen als detalls quantitatius de les conveniències de

la cèl.lula car no s�ocupen del control inmediat i ajustat de

les vies metabòliques regulables per l�hormona. Per contra,

hom engloba sota L'ape Lc LatLu d�efectes a curt termini de la in

sulina a tots aquells que contribueixen en cada moment a con­

duir el metabolisme bàsic de la cèl.lula de manera totalment

ajustada.

En pr í.nc i.p i cadascun dels elements revisats en les aE

teriors seccions ès potencialment un punt d�acció de la ins�
lina. Discernir amb exactitud quins s6n els efectes concrets

de la insulina és, però, una labor difícil, sobretot al fetge
tant per la subtilesa de les modificacions impulsades per la

insulina com per la presència simultània de l�acció sobrepos�
da d�altres efectors amb sentit fisiològic igualo contrari al

seu.

L�hormona que estem tractan té en general una acció

de caràcter anabòlic. La sentència anterior, extremadament

simplista, serveix, si més no, per introduir la idea del sen­

tit basicament glicogènic o antiglicogenolític dels efectes

de la insulina. Aquest caràcter es manifesta de manera clara

en tots els teixist estudiats, -�dhuc l�hepàtic (355-357). Ara

bé, no ha estat possible per ara fer totalment acceptable l�exi..§.
tencia d�efectes directes de la insulina sobre el metabolisme

de glicogen al fetge. La controvèrsia està mantinguda entre

la possibilitat d�efectes directes sobre elements intracel.lu

lars i la simple potenciació de la síntesi de glicogen mitja�
çant l�estímul de l'entrada de glucosa a l�hepatòcit. i l�efec
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te d�acci6 de masses subseqüent (358-361). La clau per acceE
tar l�exixtència d�efectes directes de la insulina rau en po�
tular i demostrar la modificació de l�activitat dels enzims

directament implicats en les reaccions de síntesi i degradació
del glicogen. Partint d�aquesta base, i assumint que la ins�
lina no penetra a l�interior de la cèl.lula sino que l�estim�
la des de fora, hom podrà començar a cercar els punts espec_f
fics que configuren tot el mecanisme d�acció de l�hormona.

Hom acepta que la insulina incrementa la proporci6
de forma l de la glicogen sintasa a teixits com l�adipós i el

muscular (170, 362, 363), és a dir, que d�alguna manera promou

la desfosforilació de l�enzim. Aquest efecte directe és dis­

cutit al fetge perque és molt difícil d�observar l1in vitro" i,

per tant, està poc documentat (364). L�existència de varies

observacions negatives al respecte (365, 366) i el fet que per

combinaci6 d�insulina i glucosa (237, 367-369) es pot detectar

la potenciació de I "e fec t.e glucogènic que la glucosa exex:ç:::_ei.x per
.

ella mateixa (365, 366, 368, 370) fan decantar a certs autors

a admetre únicamente una acció indirecta de la insulina.

L�observació d�efectes directes de la insulina sobre

el nivell intracel.lular d�AMP cíclic correlacionats aparent­

ment amb almenys alguns dels efectes biològics de l�hormona al

fetge (29, 371-374), recolza la possibilitat contraria a l-e�
mentada en el paràgraf anterior. Efectivament, en estudis so

bre el control hormonal de la glicogènesi i gluconeogènesi al

fetge (169, 354, 342, 375) es podia observar que l�acció de la

insulina es contraposava a la del glucag6 y alhora atenuava

l�increment d�AMP cíclic causat per aquest. La troballa, que

bàsicament suggereix l�existència d�interaccions directes de

la insulina amb els ressorts que governen el metabolisme del

glicogen, implica un mecanisme d�enllaç entre l�estímul que

arriba a la membrana plasmàtica i la síntesi i/o la degradaci6
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de l'adenosina monofosfat cíclic.

Diversos laboratoris han reeixt en l'estudi de la re

lació de la insulina amb l'activitat adenil ciclasa hepàtica

(376-378). El receptor de l'hormona, el qual és detectable a

las membranes de cél.lules hepàtiques (379-382), ha estat pur�
ficat i caracteritzat pel grup de Cuatrecasas (383). Ha estat

demostrat que la unió .de la insulina al receptor comporta la

inactivació de l'adenil ciclasa hepàtica (376-378). Aquest pas

endavant, però, està lluny d'explicar la manera com és activa­

da l'adenil ciclasa car no hi ha cap evidència d'interacció d�
recta entre el receptor estimulat i l'enzim. L'existència de

tal interacció aclararia el mecanisme d'acció de la insulina so

bre la cèl.lula hepàtica. l també cal deixar clar que la demo�
tració d-un efecte directe de la insulina sobre I-activitat

adenil ciclasa no constituiria la prova de que aquesta fós la

base fonamental de l'acció de I-hormona. Efectivament, l'ob­

servació d'altres efectes de la insulina com, per exemple, l-a�
tivació de la fosfodiesterasa de baixa Km (344, 345, 68), posa

de manifest un mecanisme d-acció altament complex. En a.quest

sentit, Cuatrecasas (384) ha postulat la possibilitat d-alme­

nys tres alternatives de mecanisme d-acció de la insulina de

les quals, però, cap no pot encara ser acceptada com la certa.

La primera, que la insulina inhibeix l'adenil ciclasa per in­

teracció molecular directa entre el receptor de I-hormona i

l'enzim. Aquest efecte directe, cert segons que sembla per al

tres hormones (glucagó al fetge), es difícil d-imaginar que pu

gui mediatitzar per sí sol tantes accions com la insulina exer

ceix sobre la cèl.lula. Però aquesta objecció no pot èsser

considerada una prova concloent de la inviabilitat de I-alter

nativa de I-acció directe car de l-adenil ciclasa solament en

coneixem la seva habilitat per sintetitzar AMP cíclic, però

no està demostrat que no pugui exercir altres accions com, pot

ser, una modificació general dels fenòmens de membrana.



94

La segona alternativa proposada és la producci6 d'un

missatger secundari específic de la insulina. Aquest missatge
intracel.lular modificaria independentment diversos processos

entre els quals l'activitat adenil ciclasal o la fosfodieste­

rasa o la d'altres enzims relacionats amb el metabolisme del

glicogen. En aquest cas només una part dels efectes de la in­

sulina serien atribuïbles a canvis en el metabolisme de l'AMP

cíclic. Malgrat que aquesta teoria és força atractiva no hi

ha encara cap evidència sobre l'hipotètic missatger.

En tercer lloc Cuatrecasas proposa que la insulina

pot induir un ampli canvi conformacional de la membrana cel.­

lularl el qual podria alterar simultàniament diferents proce­

ssos físicament distants i funcionalment deslligats entre sí.

No és possible sobre la base de l'evidència obtinguda fins al

present distingir quin d'aquests tres conceptes s'adapta mi­

llor a la realitat del mecanisme d'acció de la insulinal una

qüestió tan fonamental I complexa i contradictòria àdhuc.



2. MATERIALS

l
....

METODES
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2,1, ANIMALS UTILITZATS

Per la realització d'aquest treball varen ser utili�

zades rates Wistar adultes de 180-280 g de pes i de 8-14 set­

manes d'edat, alimentades amb dieta ordinari a de laboratori'

(Sanders i Panlab) .

Els animals eren mantinguts en una cambra amb tempe­

ratura controlada i estaven sotmesos al ritme normal de llum­

obscuridad.

Tot i que el sexe dels animals no afectava aparent­

ment els sistemes estudiats, en la majoría de les fases expe­

rimentals, i com a criteri d'uniformitat, s'optà per la uti­

lització de mascles perque llur anatomia interna permetia un

maneig més còmode en el procès d'isolament d'hepatòcits aque

havien· de ser sotmesos.

Tots els experiments es realitzaren a partir d'ani­

mals sacrificats entre les 9 i les 11 hores del matí per tal

de reduir al mínim les diferències entre experiments degudes

a la incidència de ritmes circadians sobre els procesos estu­

diats.

Aquells animals destinats a experiències que reque-
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rien dejuni eren mantiguts en gàbies apart i únicament s'els

subministrava aigua.
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2,2, ISOLAMENT DE CÈL,LULES DE PARÈNQUIMA HEPÀTIC

Les cèl.lules del parènquima hepàtic, que han estat

les utilitzades en aquest estudi, estan arranjades al fetge

en una sèrie de monocapes perforades que s'anastomosen i es

ramifiquen formant un laberinte per entremig del qual hi tran�

corren els sinusoides o capilars fenestrats (385). Cada cèl.

lula està fermament unida a les del voltant per formacions de

membrana denominades desmosomes {"macula adherens", segons

(386)}. Tot l'òrgan està recorregut per un esquelet de teixit

ficroconectiu compost per fibres de colagen que formen una

fina trama a l'interior de cada lòbul. Unions desmosomals i

trama de colagen constituixen, doncs, els principals sosteni

ments de l'estructura del parènquima hepàtic.

Fins fa uns pocs anys gairebé totes les temptatives

per isolar cèl.lules del parènquima hepàtic (387-391) feien

servir mètodes que incloïen procediments mecànics de separa­

ció els quals conduïen inevitablement al damnatge de la mem­

brana cel.lular, a canvis notables de la ultraestructura (392)

i a alteracions metabòliques importants quan les cèl.lules �

ren resuspeses en els medis extracel.lulars usuals (393, 394).

Howard i cols. (395, 396) han descrit la primera

tècnica enzimàtica per a isolament d'aquestes cèl.lules. Con
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sisteix en la incubació de talls de fetge de rata en una sol�
ció que conté colagenasa i hialuronidasa i que està desprovi�
ta de calci. Els enzims digereixen la trama de colagen i l'a�
sència de calci provoca la separació de les cèl.lules entre

sí per dissociació dels desmosomes. Les cèl.lules preparades

d'aquesta manera tenen la membrana aparentment intacta i pre­

senten activitat respiratoria quan estan en suspensió en un

medi adient. El rendiment del mètode de Howard, però, és molt

baix (5%).

Berry i Friend (397) han introduït la técnica que,

amb diverses modificacions, és la utilitzada més correntment

en l'actualitat. Consisteix en la perfusió recirculant del

fetge sencer amb una solució similar a l'emprada per Howard

i cols. (395). Les modificacions més notables de la técnica de

Berry i Fried es deuen a rngebretsen i Wagle (398, 399) i a

Christoffersen i Berg (400) que l�han simplificat utilitzant

únicament la colagenasa corn a enzim disgregant, escurçant el

temps de perfusió i operant amb el fetge separat de l'animal.

El mètode d'obtenció d'hepatòcits utilitzat per no­

saltres consisteix en la perfusió del fetge de rata "in situ"

amb una solució de colagenasa, i és el resultat de la combina

ció i modificació de les tècniques de perfusió esmentadas més

amunt.

Les rates eren anestesiades per injecció intraperi­

tonial d'àcid feniletilbarbitúric (Luminal de Bayer) a una do

si de 200 mg/kg de pes corporal. Tot el procés de perfusió es

duia a terme en una cambra atemperada per aire a 38, 5.oC. L'ab

domen de l'animal era obert i la vena porta era encanulada

amb un trocar de 12 décimes de mm. que es fixava amb una lli­

gada. Per aquesta via s'hi introduïa el medi de perfusió que
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ESQUEMA VI: APARELL PER A LA PERFUSIÓ RECIRCULANT VE FETGE VE RATA
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en aquesta primera fase es deixava fluir lliurament amb sorti

da per la vena cava inferior que era seccionada en la part
baixa de la cavitat abdominal. El medi de perfusió era el des

crit per Hanks (401) exempt de calci, amb la següent composi­
ció: NaCl 137,0 mM/KCl 5,4 mM/Na2HP04 6,7 mM/KH:iP04 8,8 mM /

MgS04 8,1 mM. Aquest medi estava addicionat amb glucosa 5 m}1

i ajustat a pH 7,4. Prèviament el medi era atemprat a 38,5°C

i gasejat intensament amb oxígen saturat d'aigua.

Immediatament després d'encanular la vena porta
obriem la caixa toràcica i la vena cava inferior era ecanula�

da via aurícula dreta amb tub de plàstic semirrígid de 15 dé­

cimes de mm que era fixat amb una lligada. Tot seguit era lli
,

gava la vena cava inferior justament per damunt del nivell de

les venes renals amb la qual cosa el perfusat abandonava el

fetge per la part alta de la cava inferior. La perfusió era

impulsada per una bomba peristàltica (Gilson, model Minipuls

11 amb capçal per a fluxes alts) i la velocitat de fluxe es

fixava en 45 ml/min durant aquesta primera fase. Tant el per­

fusat que abandonava el fetge con el que drenava a través de

les seves parets i que anava eliminant les darreres restes de

sang, eren despreciats (uns 250-300 ml en total).

Quan el volumtotaldelfquid al reservori i al cir­

cuït de perfusió quedava reduït a uns 75 ml, el perfusat que

sortia del fetge i el drenatge que era recollit per la plati­

na que sostenia l'animal es feien retornar al reservori cen­

tral. A partir d'aquest instant la perfució esdevenia recirc�
lant. S'afegie� al medi colagenasa i albúmina bovina (fracciÓ

V) disoltes en 25 ml de solució de Hanks i a unes concentra­

cions finals de 0,4 i 15 mg/ml respectivament. Trancorreguts

dos minuts de perfusió amb colagenasa la velocitat de fluxe

era incrementada fins a 60 ml/minut. El pas de colagensa pel
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fetge es feia durar entre 12 i 16 minuts al termini dels quals

la perfusió era cessada i el fetge enretirat curosament de

l'animal i suaument disgregat, amb l'ajut d'unes tisores,

dins d'un vas de plàstic que contenia 50 ml de medi de Hanks

exempt de calci, addicionat amb glucosa (5 mM) i amb albúmina

bovina (15 mg/ml) i ajustat a pH 7,4. El recipient era gase­

jat amb 02 durant un o dos minuts i tapat. Els trossos de tei

xit s'anaven acabant de disgregar per agitació manual molt

suau del recipient durant uns 15 minuts.

La suspensió que contenia cèl.lules isolades intac­

tes i alterades, partícules de teixit parenquimàtic no disgr�

gat i restes d'altres teixits, era filtrada a través d'una te

la de niló amb entramat de 150 micres de separació entre les

fibres. La suspensió cel.lular resultant era centrifugada a

75 x g durant 90 segons (Janetzki, model T32c) i el sobrene­

dant era descartat. El sediment era resuspés en medi de Hanks

oxigenat i el cicle de centrifugació i resuspensió era repe­

tit per dues vegades més eliminant així les cél.lules paren­

quimàtiques damnades, les cèl.lules de Kupffer i els eritrò­

cits que encara contaminaven -la suspensió. Aquests procesos

de disgregació, centrifugació i resuspensió es feien a tempe­

ratura ambient.

La darrera resuspensió es feia amb el medi bicarbona

tat preparat segons Krebs-Ringer que contenia: NaCl 118,5 mM/

Kel 4,8 rnM/CaC12 2,5 mM/NaHC03 25mM/KH2P04 1,2mM/MgSO 1,2 mM

amb una osmolaritat de 300 mOsm. Aquest medi era gasejat amb

02/c02 19:1 durant 30 minuts abans de ser utilitzat, amb la

qual cosa el pH restava fixat a 7,4. La concentració final de

cèl.lules a la suspensió era de 5 a 10 x 106 cèl.lules/ml.

A partir de fetges de 8-9 g s'obtenien en condicions
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óptimes 3,0 a 3,5 g de cèl.lules parenquimatiques (pes humit).

Per comptatge al microscopi en cambra de Thoma es va estimar

que 1 g d'aquestes cèl.lules en conté aproximadament 1,2 x W�
Assumint que 1 g de teixit hepàtic conté 2,3 x 108 cèl.lules

tal com ha estat deduït del contingut en DNA (402) i que en­

tre el 50 i el 60% del total de cèl.lules del fetge normal

són cèl.lules parenquimàtiques (18, 19), es calcula que el

rendiment de la tècnica descrita és aproximadament del 50% so

bre el nombre original de cèl.lules parenquimàtiques presents
als fetges, resultat que coincidia amb els més elevats dels -

descrits a la bibliografia (403, 404).

La viabilitat d'aquestes cèl.lules era del 85-95% es

timada pel criteri de la exclusió del Blau de tripà (396) se

gons el qual les cèl.lules viables no es tenyeixén després

d'haver estat incubades 30 minuts amb Lna solució al 0,2% del

colorant. Aquestes cèl.lules també eren perfectament sensi­

bles a les hormones tal com ho demostren els experiments rea­

litzars amb elles.

Per obtenir rendiments satisfactoris quant a nombre

i viabilitat de les cèl.lules parenquimàtiques de fetge consi

derem necessària l'observació de les següents condicions priE

cipals:

a) rapidesa en la preparació quirúrgica del animal, que no

s'ha de perllongar més de 5 minuts.

b) oxigenar intensament el medi de perfusió.

c) operar amb una velocitat de fluxe elevada que afavoreixi

tant l'oxigenació del teixit perfós (405) com la penetra­

ció de la solució enzimatica.
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d) utilitzar un medi de perfusió exempt de calci.

L'absència de calci al medi i el rentat del que es -

troba als espais intercel.lulars provoca la dissociació irre­

versible dels desmosomes o punts d'unió intercel.lular (397,

406). Alguns autors han fet servir EDTA en el medi de perfu­

sió corn a segrestant enérgic del calci (397, 407) mentre que

d'altres recomanen la introducció d'aquest catió al medi des­

prés de la primera fase de la perfusió (406, 408, 409). Cap

d'aquestes dues modificacions es va considerar oportuna per a

la tècnica utilitzada en el present treball. D'altra banda

la petita quantitat de calci necessària com a cofactor de la

colagenasa (410) ja acompanya l'enzim procedent de font corner

cial que la dúu fortament fixada a la seva molécula (410).

e) limitació del període d'actuació de la colagenasa entre 12

i 16 minuts. Períodes de temps més curts provocarien dige�
tions dels fetges molt incompletes, mentre que la prolong�

ció excessiva del procés aniria en detriment de la viabil�

tat de les cèl.lules i del rendiment. La concentració d'en

zim necessària per a l'obtenció de rendiments bptims (0,4

mg/ml) era independent de l'activitat específica dels lots

de colagenasa utilitzats (de 120 a 160 mU/mg) .

Per donar la viscositat dessitjada al medi de perfu­

sió i per a protegir tant les cèl.lules com la colagenasa, la

proteïna afegida al medi de Hanks va ser l'albúmina bovina

(fracció V) l'us de la qual es va preferir al de la gelatina

utilitzada per alguns autors (411, 412) car aquesta presenta
,

+ 2+) 1 l'
,

lrnpureses importants (NH4, Ca ,etc que ca e lmlnar per un

procés de diàlisi d'aplicació dificultosa (413).
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2,3, INCUBAcrO DELS HEPATOCITS

Les cèl.lules suspeses en el medi bicarbonatat de

Krebs-Ringer es repartien ràpidament en vials de plàstic de

30 ml amb tap de rosca. El maneig i la dosificació de la sus­

pensió cel.lular es feia amb una pipeta automàtica de plastic

i de boca ampla (model Macro-Set d'Oxford Laboratories) o amb

pipetes normals de plàstic (Nalgene) amb la punta retallada,

per tal de no damnar els hepatòcits.

El volum màxim de suspensió cel.lular per vial era

de 4,5 ml a fi d'obtenir les relacions entre superfície de fa
.

se líquida i volum de fase líquida i entre volum de fase lí-

quida i volum de fase gasosa més adients.

La fase gasosa era barreja d'02 i CO2 amb una propor­

ció de 19:1. Els vials eren gasejats en posar-hi la suspensió

cel.lular i cada cop que eren destapats per tal d'addicionar­

hi solucions d'assaig. Les incubacions eren fetes en un bany

d'aigua a 37 Oc amb platina d'agitació. La intensitat de l'ag�
tació (100 oscil.lacions per minut) era la suficient per man­

tenir les cèl.lules en suspensió sense que sedimentessin.

L'addició d'hormones i d'altres efectors a la suspeE

sió cel.lular era feta en volums tan petits com el mètode per-
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rnitia (10-50 �). Els controls d'incubació d'hepatòcits que

duiem dins de cada experiment eren addicionats amb volums de

solució de NaCl al 0,9% equivalents als volums d'addició dels

efectors que assajavem. Quan experimentaven amb hormones peE

tídiques (glucagó i insulina) per les quals el solvent era

HCl 3 mN, els controls eren addicionals amb aquest solvent

en comptes de solució de NaCl.

Al final de les incubacions el contingut de cada

vial era centrifugat (3.000 x g, 30 s) i el sediment era ho­

mogeneïtzat amb 175-250 � de medi enfredat a 0-4QC que con­

tenia KF 150 mM%EDTA 15 mM (pH 7,0) en un homogeneïtzador de

Potter-Elvejhem amb pistil de teflon. L'ion fluorur d'aquest

medi tenia la finalitat d'inhibir les proteIna fosfatases

que actuen sobre els enzims interconvertibles per fosforila­

ció, i l'EDTA la de segrestar el magnesi necessari per les

reaccions de fosforilació d'aquests mateixos enzims, assegu­

rant l'estabilització de llur activitat als homogeneïtzats.

Els homogeneïtzats eren centrifugats a 10.000 x g a

0-4 � durant 15 minuts (Sorvall model RC2-B amb rotor angular

SM-24). En els sobrenedants obtinguts s'hi determinaven les

activitats enzimàtiques. Quan es dessitjava determinar el con

tingut de certs metabolits a les cèl.lules (AMP cíclic intra­

cel.lular, etc.), la suspensió era tractada directament al fi

nal de les incubacions amb solució al 5% d'àcid tricloracètic.

Les proteïnes precipitades eren separades per centrifugació

(3.000 x g, 5 minuts) i les determinacions de metabolits eren

fetes a partir del sobrenedant. àcid.
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2,4, TECNIQUES DETERMINA1JVES

2.4.1. DETERMINACIÓ DE L'ACTIVITAT GLICOGEN SINTASA

Les activitats glicogen sintasa fóren mesurades sem­

pre per la incorporació de (14C)-glucosa al glicogen a partir

d'uridina difosfo (14C)-glucosa' {UDP (14C) glucosa}, seguint

la metodologia descrita per Thomas i cols. (414).

La solució d'assaig contenia UDP (14C)-glucosa 6,67

mM/ glicogen 10 mg/ml/ KF 25 mM/EDTA 20 mM/ Tris 50 mM a pH

7,8. La radiactivitat específica de la UDP(14C) glucosa era

150.000 c.p.m./�mol quan es volia mesurar la forma l de l'en­

zim o 40.000 c.p.m./ �mol si es mesurava la glicogen sintasa

total. En aquest darrer cas la solució contenia, a més, gluc�
sa 6-fosfat 10,8 mM. El glicogen utilitzat era passat previa­

ment a través d'una resina captadora d'ions (Bio Rad Labs.,

tipus AG 501-X8), precipitat amb etanol al 66% i assecat a

l'aire.

L'assaig era aplicat als sobrenedants de 10.000 x g

descrits a l'apartat 2.3., seguint l'esquema operatiu següent:

Es disposaven 60 �l de la solució d'assaig en un tub i es dei



108

xaven atemperar durant uns minuts en un bany a 30 o,C. Tot se­

guit s'hi afegien 30 �l de la solució enzimàtica a valorar i

la mescla es deixava en incubació a 30°C durant el període de

temps que s'estimava necessari per que es transformés corn a

màxim el 15% del substrat present.

Per aturar la reacció es prenien 75 �l de la dita

mescla i es dipositaven sobre un quadrat de 2 x 2 cm de paper

de filtre (Whatman, tipus 31ET) que tot seguit era submergi t

en etanol al 66% fred. El glicogen, que precipita en etanol

al 66%, restava atrapat a dins de la trama de paper mentre

que els altres components de la mescla de reacció eren elimi­

nats per rentats successius de 10, 30 i 30 minuts amb etanol

al 66%. El paper es submergia finalment en acetona que en fa­

cilitava l'assecat que es duia a terme sota l'acció de radia­

ció infrarroja.

El paper ben sec era introduït en un vial que conte­

nia toluè amb PPO al 0,5% i es mesurava la radiactivitat que

presentava amb un comptador de centelleig líquid (Nuclear Chi

cago, model Isocap/300).

2.4.2. DETERMINACIÓ DE L'ACTIVITAT GLICOGEN FOSFORILASA

L'activitat glicogen fosforilasa era mesurada per la

incorporació de (14C)-glucosa al glicogen a partir de (14C)

glucosa I-fosfat, segons el mètode, descrit per Gilboe i cols.

(415) .

La solució d'assaig contenia D-(14C)-glucosa l-fos�
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fat 100 mM amb una radi activitat específica de 4.000 c.p.m./

�mol, KF 200 mM i glicogen 10mg/ml i estava ajustada a pH 6,3.

L'assaig s'aplicava als sobrenedants de 10.000 x g

descrits a l'apartat 2.3., seguint el mateix esquema opera­

tiu que en el cas de la determinació de l'activitat glicogen

sintasa.

2.4.3. DETERMINACIÓ DE L'ESTAT DE DISSOCIACIO DE LA PROTEÏNA

QUINASA DEPENDENT D'AMP CíCLIC.

L'estat de dissociació de la proteïna quinasa depen­

dent d'AMP cíclic era determinat pel mètode desenvolupat per

Guinovart i cols. (416) que es basa en la capacitat fixadora

de (3H)AMP cíclic per bandes de proteïnes cel.lulars especí­

fiques separades per electroforesi en gels de poliacrilamida.

La preparació dels gels per a l'electroforesi i el

desenvolupament d'aquèsta estaven basats en la tècnica de Da

vis (417).

Per obtenir els gels de poliacrilamida al 7% (p/v)

es partia de les tres solucions següents:

a) solució amortidora de pH:Tris HCI 3 M ajustada a pH 8,9,

que contenia 0,23 ml/lOO ml de N, N, N', N'-tetrametileti­

lendiamida (TEMED).

b) acrilamida 28 g/lOO ml, bisacrílamida 0,735 g/lOO ml.
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c) solució extemporània de persulfat amónic 112 mg/l00 ml.

Es mesclaven 1 part de (a), 2 parts de (b) i 5 parts

de (c) desairejant la solució per aplicació del buit amb agi­
tació simultània. Els tubs que havien de contenir els gels e­

ren de vidre Pyrex de 5 mm de diàmetre intern i de 10 cm de

longitud. Calia que estessin totalment nets i per tal motiu

eren previarnent bullits amb mescla cròmica, esbandits i asse­

cats. Els tubs disposats en posició vertical en un suport a­

dient s'omplien ràpidament fins a un nivell 'de 2 cm per dess�
ta de llur extrem superior amb la mescla acabada de preparar,

abans que aquesta comencés a polimeritzar. Sobre la superfí­
cie del líquid dins dels tubs s'hi dipositava finalment una

capa d'aigua per tal d'evitar que els extrems dels gels fó­

ssin còncaus per efectes de menisc. La gelificació es comple­

tava en el termini d'unes hores. Els gels amb bombolles d'ai­

re a l'interior de llur massa eres descartats.

L'electroforesi es realitzava en un aparell refrige­

rabIe i apte per contenir simultàniament 12 gels (Medi ca l Re­

search Apparatus). Mitjançant la refrigeració per aigua, els

gels eren mantinguts a l'interior de l'aparell a una tempera­

tura de 2-4°C.

Abans d'utilizar els gels per a l'efectroforesi de

les mostres a analitza s'els aplicava un procés electroforè­

tic d'eliminació dels residus de TEMED i de persulfat amónic

que restaven inclosos a dins de la massa de poliacrilamida.

La solució amortidora de pH que es dipositava a les cube­

tes dels electrodes era Tris/Tris HCl 375 mM ajustada a pH

8,9. S'aplicaven 2 mA per gel durant 30-45 minuts al termini

dels quals el procés es donava per finalitzar i tant l'apa­

rell corn la superfície dels gels eren curosament esbandits
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amb aigua.

La mostra que s'aplicava a cada gel contenia: 50 �l

del sobrenedant de 10.000 x g que s'havia d'analitzar i que

era obtingut segons que es descriu en l'apartat 2.3., 50 �l

de glicerol i 5 �l de blau de bromofenol al 0,05%. Les mos­

tres així preparades eren dipositades curosament sobre l'ex­

trem superior dels gels; formant una capa que no s'havia de

barrejar amb la solució que els cobria. En el procés d'elec­

troforesi la solució dipositava a les cubetes dels electrodes

contenia tris 5 mM i estava ajustada a pH 8,3 amb glicina (a­

minoàcid lliure). S'aplicaven 2 mA per gel i el procés es pe�

llongava fins que el front assenyalat pel colorant li mancava

aproximadament 1 cm de recorregut per arribar a l'altre ex­

trem del gel.

Desprès de finalitzada l'electroforesi cada gel era

extret del tub que el contenia, se li marcava el front amb u­

na tinta no difonible (xinesa negra) i s'equilibrava amb sol�

ció de fosfats (K+) 300 mM ajustada a pH 7,1 per immersió en

ella durant tres períodes de 15 minuts, canviant la solució

de fosfat al final de cada període. Aquest tractament es feia

en un tub d'assaig adient instal.lat en un banya 0-4°'C.

Per a la reacció de fixació de (3H)AMP cíclic, que e

ra aplicada inmediatament després del darrer banyen solució

de fosfats, cada gel era submergit en una solució de (3H)AMP

cíclic 0,04 �M amb una activitat específica de 40 mCi/�mol i

fosfats (K+ ) 30 mM ajustada a pH 7,1 dins un tub instal.lat

en un banya O-4°C. Aquest tractament es feia durar 90 minuts.

Tot seguir els gels eren rentats durant tres períodes consec�

tius de 15 minuts, 5 hores i 15 minuts amb un volum de 100 a

200 ml per gel de solució de fosfats (K+) 30 mM a pH 7,1. La
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soluci6 de rentat era prèviament enfredada a O-4°C i el reci

pient de rentat estava instal.lat en un banya la mateixa

temperatura. Amb aquests rentats era eliminat tot el (3B)AMP
cíclic no fixat específicament a les proteines contingudes
als gels.

A continuaci6, els gels eren congelats per contac­

te amb una superfície de C02sòlid i eren tallats en seccions

transversals d'un mil.límetre de gruix. Cada una d'aquestes
seccions era digerida a l'interior d'un vial de plàstic amb

0,3 ml de B202 al 30% amb calefacci6 a 60°C durant 90 minuts.

Aquest tractament alliberava al medi aqu6s de l'interior del

vial la radiactivitat corresponent al (3B)AMP cíclic fixat

per cada secci6 del gel.

Finalment s'afegien a cada vial 4 ml de la mescla

d'escinti.laci6 que contenia 66% de tolué, 33% de tritó X-100

i 0,5% de Ppo. La radiactivitat era mesurava amb un compta­

dor de centelleig líquid (Nuclear Chicago, model Isocap/300)

i a partir de les daes obtingudes es representava el perfil

d'incorporaci6 de (3B)AMP cíclic dels gels.

2.4.4. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT PROTEÏNA QUINASA

feta

La determinaci6 de l'activitat prote!na quinasa fou

segons el mètode de Hirsh i cols. (418) que permet de

tec tar diferents formes de prote!na quinasa i distingir les

formes dependents d'AMP cíclic de les independents. Es basa

en la incorporaci6 de 32p a un substrat proteic (protamina)

a partir de (y32p)ATP per acci6 de les activitats quinàsiques
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separades per efectroforesi en gels de poliacrilamida.

La preparació dels gels i de les mostres, així com

el desenvolupament del procés electroforètic fóren fetes en

la forma descrita a l'apartat 2.4.3. Finalitzada l'electrofo

resi, els gels eren extrets _ dels tubs que els contenien,

s'els marcava el front amb un colorant no difonible i eren e

quilibrats a 0-4 "e amb una solució de fosfats (K+) 300 mM a­

justada a pH 7,1, durant tres períodes de 15 minuts, canviant

la solució de fosfat al final de cada període.

Els gels es transferien a una solució que contenia

5 mg/ml de protamina, 300 mM de fosfats (K+) i que estava a­

justada a pH 7,1 , i s'hi incubaven durant 30 minuts a 4-5°C.

Temperatures d'incubació més baixes no són aconsellables car

provoquen la precipitació de la protamina. En aquest procés

la massa dels gels es carregava de proteïna fosforilable.

Tot seguit cada gel era col.locat dins d'un tub amb

solució previament atemperada a 30QC. Aquesta solució conte­

nia protamina 1,25 mg/ml/fosfats (K+) 50 mM a pH 7,1/ (y32p)
ATP 50 �M amb una activitat específica de 250-300 �Ci/�rnol/

MgC12 0,2 mM/MgS04 15 mM/ ditiotreitol 2 mM. Sí interessava

revelar l'activitat proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic,

la solució anterior contenia, a més, AMP cíclic 0,4 �M. La in

cubació a 30°C amb solució d'assaig durava 15 minuts al terrni

ni dels quals cada gel era submergit en 10 ml d'àcid triclora

cétic al 10% a 0-4°C durant 10 minuts. Amb això s'aconseguia

que el producte de la reacció, la (32P)protamina, precipités

i restés retingut dins de la trama del gel, en aquells punts

on s 'havia format i acumulat. A continuació els gels eren passats

a un volum de 100-200 ml/gel de solució d'àcid tricloracétic

al 5% i fosfats (K+) 50 mM, rentant-s'hi amb agitació suau du
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rant 30 minuts. La solució era canviada seguidament i es re�

litzaven dos rentats addicionals d'una nit i de 30 minuts de

durada respectivament.

Els gels eren finalment esbandits amb aigua, cong�

lats per contacte amb una superfície de CO2 sòlid i tallats

en seccions transversals d'un mil.límetre de gruix. Cada una

de les seccions es disposava en un vial amb 2,5 ml de mescla

d'escintil.lació que contenia 66% de tolué, 33% de tritó X-

100 i 0,5% de PPO. La radiactivitat era mesurada en un comp­

tador de centelleig líquid (Nuclear Chicago, model Isocap/

300) .

2.4.5. DETERMINACIÓ DE PESOS MOLECULARS DE PROTEÏNES

El mètode utilitzat per a estimar el pes molecular

de proteïnes, així corn per a distingir proteïnes isomèriques

amb distinta càrrega o amb estats de polimerització diferents,

és el descrit per Hedrick i Smith (419). Consisteix en apli­

car a les mostres un procés d'electroforesi en gels de dife­

rent concentració d'acrilamida i representar després el log�

ritme de la movilitat relactiva d'una proteïna determinada en

vers la concentració d'acrilamida del gel. Les proteïnes amb

igual càrrega però diferent massa (p.e. els polímers que la

seroalbúmina bovina forma espontàniament en ser disolta) do­

nen una familia de línies no paral.leles que conflueixen en

un punt comú (veure a l'apartat 3.1.6.), mentre que els isò­

mers amb diferent càrrega però amb la mateixa massa (p.e. els

isoenzims de la làctic deshidrogenasa) donen línies paral.le­

les.
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El pendent de cadascuna de les línies està relacio

nat amb el pes molecular de la proteïna que la protagonitza.
Donada una proteïna de pes molecular desconegut, aquest pot
ésser estimar a partir de la relació pendents-pesos molecu­

lars obtinguda prèviament amb proteïnes de pes molecular co­

negut.

Els gels per l'electroforesi es prepararen segons

que es descriu a l'apartat 2.4.3. operant amb diverses dilu­

cions de la solució d'acrilamida-bisacrilamida per tal d'ob­

tenir concentracions de gels que anéssin del 5% al 10% (p/v).
La preparació de les mostres i el desenvolupament de l'elec­

troforesi també es féren ta.l com es descriu en l'apartat 2.

4 . 3 .

Finalitzada l'electroforesi, les bandes de proteïna

es posaven de manifest revelant-les segons Wreber i cols.(420)

per tinció amb una solució que contenia blau de Coomassie

1,25 gil. metanol 45% i àcid acétic 9%, i posterior elimina­

ció del colorant no fixat a la proteïna per tractament a 60°C

amb una solució de metanol 5% àcid acètic 7,5%. Per a revelar

una determinada proteïna d'entre una barreja múltiple es re­

corria a revelats específics (veure l'apartat 3.1.6.).

2.4.6. DETERMINACIÓ D'ACTIVITAT INSULÍNICA

Les preparacions d'albúmina bovina purificada que

són utilitzades en els medis d'isolament i incubació de cèl.

lules poden presentar una certa activitat insulínica residual

que constituiria un destorb especialment en els experiments
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sobre efectes hormonals (421, 422).

Aquest fet ens creà la necessitat d'establir un con

trol que permetés descartar aquelles preparacions d'albúmina

amb activitat insulínica evident.

La insulina estimula el cicle de les pentoses a la

cèl.lula adiposa (423, 424) i, per tant, incrementa la descar

boxilació del fosfogluconat en el carboni en posició 1 i el

despreniment d'aquest en forma de CO2. La magnitud d'aquest

despreniment constitueix, doncs, un bon criteri de valoració

de l'activitat insulínica present a un medi.

El mètode que s'adoptà per la valoraciò de l'activi
tat insulínica de l'albúmina que s'havia de utilitzar va ser

el descrit per Czech i cols. (425) basat en la detecció del

14C02 que es desprén d'una suspensió d'adipòcits incubats amb

a, D-(1-14C)-giucosa en presència de l'albúmina a valorar.

L'obtenció de cèl.lules adiposes isolades va ser fe

ta segons la tècnica de Rodbell (426). Es partia de greix epi

didimal de rata mascle jove (rates Wistar de 130-150 g de pes

i 4-6 setmanes d'edad, amb 0,5-1,0 g de greix epididimalper �

nimal) que era esmicolat i introduït en un tub ample de plàs­

tic que contenia, en una proporció de 3 ml/g de teixit, solu­

ció preparada segons Rrebs-Ringer amb el pH mantingut per un

sistema de fosfat: NaCl 128,0 mM/RCl 5,2 mM/CaC12 1,4 mM/MgS04

1,4 mM i Na2HP04/NaH2P04 10 mM ajustada a pH 7,4. Aquesta so­

lució contenia, a més, l'albúmina per a valorar (30 mg/ml) i

colagenasa (1 mg/ml) i el pH era reajustat a 7,4 després d'e­

fectuar aquestes addicions.

L'isolament dels adipòcits s'acomplia després d'un
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període de 60 minuts de incubació a 37QC amb agitació (100 o�
cil.lacions/min). La suspensió de cèl.lules es portava a un

volum més gran amb solució de Krebs-Ringer amb albúmina a

37:oCi era passada a través d'una doble tela de gassa per tal

d'eliminar les restes de teixit no disgregat. El filtrat era

centrifugat (400 x g, l min.) i el líquid sobre el qual sura­

ven les cèl.lules era eliminat per succió. Les cèlules eren

resuspeses amb 6 ml de la solució de Krebs-Ringer amb albúmi

na (30 mg/ml) a 37:oC i el procés de centrifugació i resuspen­

sió era repetit dues vegades més. La darrera resuspensió es

fei.a a raó de 40 ml per gram de teixit de partida.

La suspenslo d'adipòcits era repartida en tubs de

plàstic, a raó de lml/tub. A cada tub se l'hi afegia 10. �l de

solució d'a,D-(I-14C)- glucosa 300 �.M amb una activitat espe­

cífica de 9 �_Ci/�M. Cada tub era tapat hermèticament amb un

tap de goma que duia acoblada una peça de plàstic (Kontes

Glass Co., K-882310-0000 (taps) i K-882320-0000) que que­

dava suspesa a l'interior del tub i en la qual s'hi disposava

una peça de 2 x 6 cm de paper de filtre (Whatrnan tipus 31 ET).

La incubació es duia a terme en un banya 37'oC, amb agitació

(140oscil.lacions/min).

Al final d'aquest període s'injectava sobre el paper, i

a través del tap de goma, 0,1 ml de fenetilamina que captava

el CO2 produït. Inmediatament s'injectaven sobre el medi d'in

cubació 0,2 ml de H2S04 0,1 N que matava els adipòcits i en­

sems alliberava el CO2 retingut en la solució.

Els tubs es deixaven tapats uns 20 minuts per tal

que tot el CO2 fós captat. Finalment el con de plàstic i el

paper que contenia eren introduïts en un vial amb toluè al

0,5% en PPO, i la radiactivitat del 14C02 era mesurada en un

comptador de centelleig líquid (Nuclear Chicago, model Isocap
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/300) .

Als valors en c.p.m. obtinguts en els tubs incubats

durant 60 minuts es restaven els valors corresponents a tubs

que s'havien tractat amb H2S04 al temps zero de incubació.

S'obtenia al cocient entre els valors corresponents a cèl.lu­

les incubades solament amb l'albúmina i a cèl.lules a les

quals s'havia afegit, a més, la �l d'insulina 10-9M a l'ini­

ci de la incubació. Es consider�ren acceptables totes aque­

lles preparacions d'albúmina el cocient de valors de les

quals era similar al d'una albúmina de referència sense acti­

vitat insulínica.

,

2.4.7. DETERMINACIÓ DE L'AMP CICLIC

El mètode seguit va ser el descrit per Gilman (427)

basat en la competència entre llAMP cílic de la mostra i (3H)
-AMP cíclic exògen per fixar-se a una proteïna que s'uneix e�

pecíficament al nucleòtid. Aquesta proteïna, que presumible­

ment és la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic, va ser p�

rificada pr�viament en aquest laboratori (428, 429) seguint

les indicacions de Gilman (427).

La mostra a determinar procedia del tractament del

material biològic (hepatòcits) amb l,O ml d'àcid tricloracè­

tic fred i a una concentració final de 5% (veure l'apartat

2.3.). Al sobrenedant obtingut després de separar la pro­

teïna precipitada per centrifigació seli afegien 10 �l de HCl

la N que desplaçava al tricloracètic el qual era ellminat mit

jançant quatre extraccions amb 5 ml d'èter saturat d'aigua.
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Si la nostra contenia una concentració alta de sals

(com en el cas que es valorés AMP cíclic alliberat al medi

d'incubació) calia tractarIa amb una resina captadora d'anions

(Bio Rad, tipus AG l-X2) i a tal fi la mostra era neutralitza

da amb NaOH i es feia passar a través de la columna que conte

nia la resina en estat neutre. Tot seguit la columna es renta

va amb 20 ml d'aigua i era tractada amb 6 ml de HCl a pH 2,6

i finalment amb 4 ml de HCl a pH 1,2 que eluïa l'AMP cíclic.

En qualsevol cas, la mostra era finalment liofilit­

zada (Cryobloc) i el reSidu sec era redisolt en 50-200 �l de
+

.

solució amortidora de pH a base d'acetats (Na) 50 mM ajusta-

da a pH 4,5.

La recuperació d'AHP cíclic després de tots els

tractaments esmentats era controlada mitjançant l'addició

d'una quantitat petita i determinada de (3H)-AMP cíclic en el

moment de la precipitació amb l'àcid tricloracètic i comptat­

ge final d'una alíquota de la solució del producte liofilit­

zat.

La mescla d'assaig contenia 5¡.JI de solució amortido

ra d'acetat (Na+) 0,5 M ajustada a pH 4,0, 5 pl de (3H) AMP

cíclic 0,4 �M amb una activitat específica de 40 mCi/].illlol i 20

UI de mostra. S'hi afegien 20 �l de la preparació de proteïna

en l.la çadora _ d' AMP cíclic diluïda amb solució d'albúmina (0,75

mg/ml) per tal que la quantitat de proteïna que s'introduís a

l'assaig no fixés més del 30% devI 'AMP cíclic present. La ba­

rreja es deixava incubar a O°C durant 60 minuts a la fi dels

quals era diluïda amb l,O ml de solució amortidora de fosfats

(K+) 20 mM ajustada a pH 6,0 i freda, i passada a través d'un

filtre de cel.lulosa (Millipore, tipus HA) prèviament rebla­

nit en la mateixa solució de fosfats i col.locat sobre un su-
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port enfredat. Després de passar-hi la mostra, el filtre era

rentat dues vegades amb 4 ml de la solució de fosfats i, tot

seguit, introduït en un vial i dissolt amb 1,5 ml de etilen­

glicol monometileter.

Finalment s'afegien al vial 4,5 ml de toluè amb 0,5%

de ppo i la radiactivitat era mesurada en un comptador de cen

telleig líquid (Nuclear Chicago, model Isocap/300).

La radiactivitat detectada era inversament proporci�
nal a la quantitat d'AMP cíclic present a la mostra. En cada

procés de determinació s'operava amb una sèrie de concentra­

cions conegudes d'AMP cíclic valorades espectrofotomètricament

�

2.4.8. DETERMINACIO DE PROTEINA

S'aplicava a proteïna en solució segons el métode

descrit per Layne (430) basat en el de Gornall i cols. (431).

Les proteïnes en solució formaven un complexe colorejat quan

es posaven en contacte durant 30 minuts amb 4 volums d'una so

lució que contenia CUS04 6mM, tartrat Na-K 20 mM, NaOH 0,75 M

La lectura d'extinció es feia a 550 nm en un espectrofotómetre

(Spectronic model 88 o Beckman model DB-GT) i es comparaven

amb solucions de concentració coneguda d'albúmina. Quan la cOE

centració de proteïna era inferior a 2,5 mg/ml s'aplicava el

mètode de Lowry i cols. (432). Es barrejaven 0,1 ml de mostra

amb l,O ml de solució de tartrat sòdic l,O mM/Cuso4 0,4 mM/

Na2co3 0,2 M/ NaOH 0,1 M. Al cab de 10 minuts s'afegia, tot

agitant, 0,1 ml de reactiu de Folin i l'extinció del complexe

colorejat que es formava es llegia al cap de 30 minuts a 750 ó
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500 nm.

�

2.4.9. DETERMINACIO DEL GLICOGEN

El glicogen era extret de les mostres per homogeni!
zació d'aquestes en presència de KOB al 30% i calefacció del

líquid resultant durant 30 minuts a 100�C. Després d'enfredar

aquest digerit a 4°C s'hi afegia etanol fins una concentració

final del 66%, i el glicogen es deixava precipitar en fred du

rant unes hores. El glicogen era separat per centrifugació

(3.000 x g, 20 min) i redisolt en aigua.

. ,

:
r

La quantitat de polisacarid es mesurava pel mètode

de Carroll i cols. (433) afegint en fred 2,5 ml de reactiu

d'antrona (antrona 0,05%jtiourea 1%jB2S04 72%) a 0,5 ml de la

solució de glicogen. La barreja es mantenia 10 minuts a 100q�

es refredava i l'extinció del cromògen que es formava era me­

surada a 620 nm. El resultat era comparat al d'una sèrie de

solucions patró preparada s amb quantitats conegudes de glico­

gen.

2.4.10.
�

�

DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT FOSFORILASA QUINASAHEPA-

TICA

El mètode que es va posar a punt per determinar l'ac

tivitat fosforilasa b kinasa va ser una combinació d'altres

mètodes descrits a la bibliografia recent (434, 435, 285, 205,
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207) i es basava en provocar la fosforilació del substrat,

.fosforilasa e, i mesurar seguidament l'activitat fosforilasa

a que s'havia format.

L'assaig era aplicat a sobrenedants de 10.000 x g

(Sorvall model RC2-B amb rotor angular SM-24, 15 minuts a 0-4

°C)procedents de l'homogeneització del teixit amb 4 parts

(p/v) de solució que contenia KF 150 mM, i EDTA 15 mM ajusta-

da a pH 7,0.

Primerament es posaven en un tub d'assaig:

a) 40 VI de solució amortidora ajustada a pH 7,0 i que conte­

nia S-glicerofosfat sòdic 50 mM i KF 100 mM.

b) 40 �l de solució de substrat: fosforilasa b 110 U/ml/S-gli

cerofosfat sòdic 50 mM/KF 100 mM/ditiotreitol 1 mM, ajust�

da a pH 7,0.

c) 25 �l de solució d'ATP disòdic 13,3 mM i MgC12 53,3 mM,

ajustada a pH 7,0.

La mescla es deixava atemperar a 30�C durant 5 mi­

nuts i tot seguit s'iniciava la reacció introduïnt-hi 25 �l

de la mostra. Al cap de 5 minuts es parava la reacció per di­

lució en una solució d'EDTA 20 mM que segrestava el magnesi,

KF 100 mM i ditiotreitol 1 mM ajustada a pH 6,8. Finalment,

en una alíquota d'aquesta solució s'hi determinava l'activi­

tat glicogen fosforilasa è pel mètode descrit en l'apartat

2.4.2.



123

2.5. REACTIUS l PRODUCTES UTILITZATS

Els reactius utilitzats en aquest treball i la fir­

ma comercial de procedència son els següents:

2.5.1. REACTIUS GENERALS

"Sigma Chemical Co.":

ATP, sal disòdica (de múscul equí)

AMP cíclic, àcid

albúmina bovina, fracció V

blau de bromofenol

dibutiril AMP cíclic, $al monosòdica

ditiotreitol

EDTA disòdic

d-(-)-3-fostoglicèrat, sal triciclohexilamònica

glicogen (de fetge de conill)

glucosa I-fosfat, sal dipotàsica

glucosa 6-fosfat, sal monosòdica

glucosa 1,6-difosfat, sal tetraciclohexilamònica

L-histidina, clorhidrat

protamina (grau I, de salmó)



"Merck" :
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N,N,N;N�tetrametiletilendiamina (TEMED)

tris-hidroximetil-aminometà

UDPG, sal disòdica (de llevat)

UTP, sal sòdica (de muscle equí)

antrona

clorur magnèsic
clorur sòdic

carbonat sòdic

EDTA disòdic (Titri­

plex llIR)
fluorur potàsic

reactiu de fenol Fonil­

-Ciocalteus

fosfat monopotàsic

"CarLo Erba":

acetat sòdic

bicarbonat sòdic

clorur càlcic

clorur potàsic

clorur sòdic

"Bio Rad Labs.":

S-glicerofosfat sòdic

L-glicina

piridina

sulfat cúpric
sulfat magnèsic

tartrat sòdic-potàsic

tiourea

tris-hidroximetil-aminometa

fosfat disòdic

glicerol

a-D-glucosa

etilenglicolmonometileter

blau de tripà

acrilamida

N.N'dimetil-bis �acrilamida

blau de Coomossie R-250



"Baker": àcid acètic

"New England Nuclear": fenetilamina

"Koch-Light": albúmina bovina, fracció V

2,5-difenil oxazol (PPO)

"Eastman Kodak Co.": (3-mercaptoetanol

"Aldrich Chemical Co.": I-metil, 3-isobutil xantina (MIX)

.�

2.5.2. PREPARACIONS ENZlMATIQUES

"Sigma Chemical Co.":

fosfatasa alcalina (tipus III, de E. coli)

3-fosfogliorat fosfoquinasa (tipus X, de llevat,

sense sulfat)

fosfoglucomutasa (de múscul de conill)

fosforilasa b (de múscul de conill)

gliceraldèhid fosfat deshidrogenasa (exempta de suI

fat, de llevat)

hexoquinasa (de llevat)

pirofosfatasa inorgànica (tipus III, de llevat)

UDPG-pirofosforilasa (tipus X, de llevat)
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"worthington Biochemical Corp.": colagenasa (tipus l, de Clos

tridium histolytium)

�

2.5.3. PRODUCTES D'ACClO HORMONAL l FARMACOLOGlCA

"Sigma Chemical Co.":

!-(-)-epiriefrina, bitartrat

!-(-)-fenilefrina, clorhidrat

��-(±)-propanolol, clorhidrat

glucagó

"Eli Lilly Co.": insulina

"Smith, Kline & French, Labs.": fenoxibenzamina, clorhidrat

"ClBA" fentolamina, metansulfonat (RegitinaR)

2.5.4. PRODUCTES RADlACTlUS

"New England Nuclear".:

UDP-(U_14C)-glucosa
(U_14C)-glucosa-1-fosfat
(3H) AMP cíclic



127

;

'¡

"Radiochemical Center, Amersham":

14
UDP-(U- C)-glucosa

14
a-D-(U- C)-glucosa

14
a-D-(l- C)-glucosa
-

id 32 _

aCl P ortofosforic

li

J
ili
1,
'I
,¡
"

i¡
i.!

� I
2.5.5. REACTIUS PER CROMATOGRAFIA

"Pharmacia Fine Chemicals".: Sephadex G-50 Fine

"Bio Rad Labs": AG 501-X8

AG l-X2

2.5.6. BIOsíNTESI D'UDP-(_14C)-GLUCOSA

La uridina difosfo (U_14C)-glucosa que inicialment

era adquirida a diverses firmes comerciales (veure apartat 2.

5.4.) va ser obtinguda posteriorment pel procés biosintètic

descrit per Thomas i cols. (414) a partir d'a-D-(u-14C)-gluc�
sa. Aquest procés comprenia el pas de glucosa a glucosa 6-fo�
fat per acció de l'hexoquinasa, el de glucosa 6-fosfat a glu­
cosa I-fosfat per la fosfoglucosiomerasa i el de glucosa 1-

fosfat a UDPglucosa per l'acció combinada de la UDPG-pirofos­

forilasa i de la pirofosfatasa inorgànica.

La mescla de reacció contenia tris/tris acetat 10

mM ajustat a pH 7,7/ UTP 10 mM/ acetat magnèsic 15 mM/ gluco-
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sa 1,6-difosfat 10 �M/ L-histidina 25 mM/ hexoquinasa 6 U/ml/

fosfoglucomutasa 35 U/ml/ UDPG-pirofosforilasa 10 U/ml/piro­

fosfatasa inorgàniza 15 U/ml i el substrat, (U_14C)-glucosa,
tot en un volum de 0,5-1,0 ml.

Després d'incubar la mescla a 37°C durant 60-90 mi­

nuts el tub que la contenia es col.locava durant 1 minut en

un banya 100PC, i els enzims floculats eren eliminats per

centrifugació (3.000 x g, 15 min). Per cada ml de sobrenedant

s'afegien, tot seguit, 30 �l de solució de Tris base 0,5 M i

2 U de fosfatasa alcalina, i la nova mescla era incubada 30

minuts a 37�C. Per Gltim, s'aplicava a la mostra un procés

d'electroforesi d'alt voltatge sobre paper (Whatman, tipus 3

Chroma) a pH 4,4 (piridina 50 mM/àcid acétic) amb una intens�

tat de 200-220 mA (Pherograph-Frankfurt, model 64). Mitjançant

aquest procés la UDP-(U_14C)-glucosa formada era separada de

la (U_14C)-glucosa no transformada. Finalment el producte era

extret del paper per cromatografia ascendent amb aigua al 3%

en etanol.

2.5.7. BIOSÍNTESI DEL (y_32p) ATP

El (y_32p) ATP, que era un producte que es va uti­

litzar en experiments sobre activitats quinàsiques, va ser

biosintetitzat utilitZant una modificació (436) del mètode de

Glynn i Chappell (437). El procés biosintètic es basa en l'�

coblament i establiment d'un equilibri entre les reaccions

de la gliceraldèhid-fosfat deshidrogenasa i de la fosfoglic�

ratquinasa. El y-fosfat de l'ATP present en el medi es va en

riquint en 32p pel procés continu de cessi6 i recuperació a
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a que resta sotmés quan es crea l'equilibri. La mescla de

reacció contenia tris/tris clorhidrat 50 mM ajustat a pH 8,0/

MgC12 6 mM/NaOH 10 mM/ mercaptoetanol 0,4 ]ll/ml/ATP 3 mM/àcid
3-fosfoglicèric 1 mM/ gliceraldehid fosfat deshidrogenasa 20

U/ml/ NAD+ 0,2 ]lM/ fosfogliceratquinasa 40 U/ml i 32p en for

ma d'àcid ortofosfòric que s'afegia en darrer lloc i que ini

ciava la reacció. S'operava amb un volum total de 5 ml i a

temperatura ambient.

I ..
l''
r
;'

La incorporació de 32p a llATP era avaluada

tractant alíquotes de mescla reactiva amb carbó actiu que ad

sorbeix l'ATP per ser un nucleòtid d'adenina. Quan la radiac

tivitat fixada al carbó actiu era superior al 50% de la to­

tal, el procés es donava per finalitzat i s'aturava per ca­

lefacció a 100�C durant 30-60 segons.

El (y_32p)ATP format era separat dels altres comp�

nents mitjançant el pas per una columna d'intercanvi iònic

(Bio Rad, tipus AG l-X2). La resina (2 grams) era tractada

previament amb successius volums de 20 ml d'acetona, NaOH l

N, acetona i HCl l N, i amb rentats amb 20 ml d'aigua entre

cadascun d'aquests tractaments. Finalment s'hi passava 2 ml

de Tris base l M i aigua fins que l'eluït tenia pH neutre.

La mescla que contenia l'ATP era introduïda a la

columna i tot seguit s'hi passaven 30 ml de NH4Cl 20 mM/HCl

20 mM que eluïen el fosfat i l'ADP residuals, després 30 ml

d'aigua que arrossegava el N�, i finalment HCl 250 mM en

dues fraccions de 10 i 30 ml respectivament. Aquestes últi­

mes, que eluïen el (y_32p)ATP, eren recollides sobre un bany

a O-4°C i addicionades amb l ml de Tris base l M i s'acaba­

ven de neutralitzar amb KOH l M.
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La radiactivitat específica del producte obtingut

era determinada per comptatge d'una alíquota en tolué-0,5%

PPO i per la valoraci6 espectrofotomètrica de la concentra­

ci6 d'ATP present a la solució.



3. R E S U L TAT S
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3,1, PROTEINA QUINASA DEPENDENT D'AMP CíCLIC HEPÀTICA

Una part del treball està centrada en l'estudi deta

llat de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic hepàtica.

Aquest enzim constitueix un esglaó fonamental en la cadena que

transmet l'estímul glicogenolític de les hormones que interac

túen amb receptors lligats a l'adenil ciclasa. Les formes

diaquest enzim presents al fetge, concretament 21s hepatòcits,

estan poc estudiades tant pel que fa a característiques mole­

culars corn a resposta a estímuls hormonals.

Potencialment les hormones glicogenolítiques poden

dur a terme llur efecte estimulant la producció d'AMP cíclic

per l'adenil ciclasa, la qual cosa provocaría l'activació per

dissociació de I-a proteïna qu í.na sa , Si no succeeix així vol dir

que l'acció hormonal transcorre per mecanismes intracel.lulars

independents de tal sistema. Resulta, doncs, imprescindible

poder interrelacionar l'estat d'activació de la proteïna quin�

sa dependent d'AMP cíclic amb la resta dels esdeveniments deri

vats de la presència d'una hormona determinada a l'entorn cel­

Iular per tal de conèixer el seu mecanisme d'actuació.

L'estudi de la proteïna quinasa dependent d'AMP cí­

clic d'hepatòcits ha estat emprés utilitzant la tècnica que

Guinovart i col.laboradors (416) posàren a punt per estudiar

els sistemes d'adipòcits i de diafragma.
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3.1.1. IDENTIFICACIÓ DE LES PROTEÏNES FIXADORES DE 3H,AMPC.

0,4 g d' hepa tòcí. ts fóren homogeneïtzats amb 2 ml de KF

150 mM/EDTA 15 nM (pH 7,0). L'homogeneïtzat va ser centrifugat
durant 15 minuts a 10.000 x g, i el sobrenedant preparat per a

l'electroforesi en gels de poliacrilamida que va ser aplicada

tal com es descriu a Mètodes.

Revelant els gels apareixien tres pics principals de

fixació de 3H·AMP cíclic (FIGURA 1). Aquests pics corresponien

a uns valors de Rf de 0,22 (pic 1); 0,30 (pic 2) i 0,34 (pic 3)

respecte al front electroforètic marcat pel colorant aniònic .

Els valors de Rf eren molt reproduïbles d'experiment a experi­
ment (variacions màximes de ±0,02 al pic 1 i de ±0,01 als pics
2 i 3). Així mateix, el perfil d'incorporació representat a la

figura va ser el repetidament obtingut en nombrosos experiments.

Dels tres pics, el més prominent era el l, mentre que el pic 3

ho era molt poc, tant que la seva existència podia assegurar-se

més per la seva reproduibilitat que per la seva magnitud.

El revelat de gels corresponents a extractes cel.lu­

lars incubats durant 60 minuts a ° Oc amb AMP cíclic 1 �M do­

nava un perfil ben diferent del corresponent a mostres control

incubades en les mateixes condicions per8 en absència d'AMP cí

clic. Malgrat presentar tres pics amb valors de Rf idèntics als

de les mostres control, els extractes incubats amb el nucleòti

de tenien un pic 1 gairebé inexistent, mentre que el 3 era,

aleshores, el més notable (FIGURA 2). El pic 2 romania inalte­

rat després del tractament amb AMP cíclic a la concentració des

crita.

La desaparició de radiactivitat al pic 1 i l'apari­

ció simultània al pic 3 no era un fenomen quantitatiu sino que
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FIGURA 1 PERFIL V' INCORPORACIÓ VE 3H·AMP CíCLIC VESPRÉS V'ELECTRO­

FORESI V'EXTRACTES CRUS V'HEPATÒCITS VE RATA EN GELS VE

POLIACRI LAMIVA.

l - L ell mM;(j¡_ell ptw c. e.cU.e.n d I he.pa}:o c..,{;tJ., inc.ubcUA .6 e.M e.

hOhmo nell .

EU ex;(j¡_a.c.tell c_J¡_U,ó d' a.qUellt.6 he.pa}:o c.it.6 tampo c. {J6he.n inc.�
ba.t.6 amb c.a.p e.6ec.toh.
Ve..6 phM de. l' e.le.c.;(j¡_o 60helli i he.v e1.a;t amb 3H • AMP úruc.

a.pMe.Lx.ie.n un pic. punupa1. (R 15 O, Z Z) i do.6 de. menoM

(R6 0,30 i R6 0,34).
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FIGURA 2 PERFIL D'INCORPORACrÓ DE 3H•AMP CÍCLIC DESPRÉS D'ELECTRO­

FORESI D'EXTRACTES CRUS D'HEPATÒCITS DE RATA EN GELS DE

POLIACRI LAMIDA.

II - EWz_ac;te.,ó inc.uba-t6 amb AMP úc1J_c..

EJÚAac;te.,ó C}U1/.) pfLoc.e..de.y¡;{).¡ d' he..pa;tòc..it6 no tJz.ac;tW amb

hO)Lmone.,ó, 66fLe..n inc.uba-t6 amb AMP úctic. 10-6 M duJLant

6 O mt.nuth a O oC.

Des pfLM de.. .f.' e...f.e..c;tJLo 6o!Le.,ói i !Le..ve...f.a;t apafLuue..n un pic.

pfLinc.ipa.f. (R6 0,34) i do� de.. me..no� (R6 0,22 i R6 0,30).
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el valor de l'àrea d'aquest darrer era aproximadament la meïtat

del valor de l'àrea del pic 1 corresponent en el control no

tractat.

Aquests resultats suggerien la presència d'una forma

holoenzimàtica principal que en els gels corresponia a la posi­
ció de Rf 0,22 (pic 1). En ser holoenzimàtica i, per tant, pos­

seir subunitats reguladores, es revelava per l'AMP cíclic tri­

tiat que fixaven aquestes subunitats. Aquesta forma era fàcil­

ment dissociable per incubació amb AMP cíclic i donava subuni­

tats reguladores lliures que, als gels, corrien amb un Rf de

0,34 (pic 3). Aquestes subunitats eren revelables per intercan­

vi entre l'AMP cíclic que duien fixat des d'abans d'entrar al

gel i el 3H.AMP cíclic present al medi de revelat. Una forma

que probablement corresponia a un segon estat holoenzimàtic més

dificilment dissociable per AMP cíclic també era present als

extractes d'hepatòcits (pic 2. ).

Un tercer tipus d'experiment va ser dut a terme in­

troduïnt 3H.AMP cíclic a les mostres abans del tractament elec

troforêtic. Les mostres fóren incubades durant 60 minuts a

° QC amb 3H.AMP cíclic 0,4 11M amb una radiactiviat específica

de 40 mCi/11mol. Finalitzada l'electroforesi, els gels no eren

sotmesos a cap tractament de revelat sino que eren tallats i

comptats directament. La radiactivitàt aFareixia acumulada

gairebé en un sol pic molt definit, amb un valor de Rf de 0,34

(FIGURA 3). La presència d'un petit pic amb Rf de 0,30 era

dubtosa a molts dels gels.

3.1.2. CORRELACIÓ DE L'ACTIVITAT PROTEINA QUINASA AMB LA FIXA­

CIÓ DE 3H.AMP CíCLIC.

Per tal de caracteritzar totalment els pics fixadors



FIGURA 3 LOCALITZACIÓ VE LA RAVIACTIVITAT VESPRÉS VE L'ELECTRO­

FORESI EN GEL V'EXTRACTES INCUBATS AMB 3H·AMP CíCLIC.

EU ex;tJu¡c;te.ó d' hepa.:tòc.iX6 66lLeVL '¿VLc.uba;U dUlLan.t 60 m'¿

VL� a O°C eVL plLe.óèVLeia de 3H.AMP c.Ictic. 4 x 10-7 M

-

(40 C'¿/mmol).
ïies plLéó de l' elec;tJLo 60lLU,'¿ apaJLuUa UVL p'¿c. moU ev'¿­

deni: (R 6 O, 34) d' '¿VLC.OlLpO!Lau6 de lLadiac;t,¿v-U.o.-t ,¿ UVL a:f
tne. moU pe.,tit ,¿ pac. lLeplLOdl.Ü.ble.
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de 3H.AMP cíclic del perfil electroforètic intentàrem correla­

cionar-los amb activitats proteïna quinasa.

Cada mostra, obtinguda d1igual manera que per a la

identificació de proteïnes fixadores de 3H.AMP cíclic, era apl�
cada a uns quants gels i sotmesa a electroforesi. Una part dels

gels era seguidament destinada al revelat d'activitat proteïna

quinasa incubant amb protamina, 32p·ATP i Mg2+ i eventualment

amb AMP cíclic si es desitjava mesurar l'activitat en presència
del nucleòtid. La resta dels gels era destinada al revelat de

fixació de 3H·AMP cíclic.

Quan fóren estudiats extractes cel.lulars correspo­

nents a hepatòcits control incubats sense hormones es vàren

obtenir els perfils exposats a la FIGURA 4.

En el perfil d'incorporació de 32p corresponent al

revelat en absència d'AMP cíclic d'aquests extractes apareixien

dos pics principals amb Rf respectius de 0,12 i 0,18, i dos més

molt poc evidents en uns casos o inexistents del tot en altres

amb Rf de 0,22 i 0,30 respectivament. Quan el revelat de l'acti

vitat quinasa als gels es feia en presència d'AMP cíclic s'obte

nia un perfil d'incorporació de 32p que presentava dos pics,

a Rf de 0,12 i 0,18, de la mateixa magnitud que els presents

amb aquests Rf als gels revelats sense M� cíclic. En canvi, la

presència del nucleòtid al medi de revelat feia molt evident el

pic amb Rf de 0,22, gairebé inexistent al primer perfil descrit.

L'increment de la magnitud del pic amb Rf de 0,30 era bastant

dubtós. La posició d'aquests dos pics d'activitat protamina qu�
nasa corresponia amb la posició dels pics 1 i 2 del perfil de

revelat per fixació de 3H·AMP cíclic.

Al pic 3 d'aquest darrer perfil no li corresponia cap

mena d'activitat protamina quinasa ni en presência ni en absên-
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cia d'AMP cíclic al medi de revelat d'aquesta activitat.

Ens uns altres experiments es va operar amb extractes

procedents d'hepatòcits que havien estat incubats durant 2 mi­

nuts amb una dosi elevada, 10-7 M, de glucagó. El perfil de in­

corporació de 3H·AMP cíclic corresponent a aquests extractes

(FIGURA 5) tenia un aspecte molt similar al de la FIGURA 2: el

pic de Rf 0,34 molt prominent i el de Rf 0,22 molt deprimit,

mentre que el de Rf 0,30 romania gairebé inalterat respecte als

controls. El perfil d'activitat protamina quinasa revelada sen­

se AMP cíclic i el de la revelada en presència del nucleòtid

eren sensiblement equivalents. Apareixien activitats quinàsi­

ques independents d'AMP cíclic amb Rf de 0,12 i 0,18 respecti­

vament, tal com succeia als perfils corresponents a cèl.lules

control. Aquestes dues activitats eren precedides per algunes

altres (Rf 0,9 i 0,14) poc reproduïbles. Amb Rf de 0,22 i 0,30

apareixien dos pics molt petits,
AMP cíclic.

gairebé no estimulables per

Aquests resultats mostraven, d'una banda, la presèn­

cia d'importants activitats proteïna quinasa independents d'AMP

cíclic als hepatòcits. D'una altra, i pel que fa a les activi­

tats dependents d'AMP cíclic, demostraven que els pics 1 i 2

dels perfils de fixació de 3H.AMP cíclic corresponien, tal com

s'havia suposat, a dues formes holoenzimàtiques de les quals

la més activa era la del pic 1 o holoenzim 1 (HI). Ambdues

formes es presentaven únicament residuals als gels correspo­

nents a hepatòcits tractats amb glucagó. En aquests darrers

gels, malgrat haver-hi un fort pic 3 de fixació de 3H·AMP cí­

clic, no apareixia cap mena d'activitat quinasa en aquesta po­

sició la qual cosa volia dir que, efectivament, el pic 3 corres

ponia a les subunitats reguladores lliures, (R).

A la FIGURA 6 es comparen els perfils d'activitat



FIGURA 4 LOCALITZACIÓ V'ACTIVITATS PROTEÏNA QUINASA VESPRÉS V'ELEC­

TROFORESI V'EXTRACTES V'HEPATÒCITS EN GELS VE POLIACRILAMI

VA.

l - H epa;(:ò cAM -Lnc.uba.-t6 }.¡ eM e honmo nef.J •

L'ac.:t[v-i;ta;t pJLo.tüna qu-tnaf.Ja al6 gw 60u JLeve1.a.da en ab­

}.¡ è.nua (o J o en pJLef.J è.nC_¡a ( • J d' AMP úw.c..

El peJL6il ombJLeja.t c.oMef.JpDn al Jz.e.vua.t peJL 6J-xaC_¡6 de 3H.

AMP úw.c. en 9 W dupUc.a.-t6.

ApaJLuue.n duef.J ac.:t[vi...ta.tJ.:¡ pJz.o.te1.na qiünasa -Lndepe.nden-t6

d'AMP úw.c. -L duef.J mM de de.pende.n-t6.

Aquef.J.tef.J daMeJLef.J .teMen u ma.tux R6 que. w dos pJL-tmeM

pic)¡ .
du JLe.vUaX amb 3H. AMP úw.c..

.,

140



ep 6
o
�

x
-

(/)
�
u 5
o
x

l
(Y)

E 4
o,
U

\0

n.
N
(Y)

.

E
o,
u

7

3

2

1

o

�
o

•

I
o

o .20

Rf
JO .30 .40



FIGURA 5 LOCALITZACIÓ D'ACTIVITATS PROTEÏNA QUINASA VESPRÉS D'ELEC­

TROFORESI D'EXTRACTES V'HEPATÒCITS EN GELS DE POLIACRILAMI

DA.

n - Hepa;(:ò� :tJz.a� dWt.an.t 2 minu.t6 amb g.tu.e.agó 10-7M.

L'acilv.{;ta;t pJto.tüna qtúncua a.f'A gw nau. Jte.vu.ada e.n ab­

.6 ènc.ia (o) o e.n pJte..6 ènc.ia ( .) d 'AMP cime..

A .ta gJtà.n-Le.a YU. ha .óabJte.pa.óa.t el pe.Jtnil de. Mxac.ió de. 3H· AMP

cime. e.OJtJte..6 pone.n.t.

ApMuúe.n .te..6 ma;(:uxe..6 ac.üv� pJto.tüna qtúna.6a -Lnde.pe.!'!:_

dent» d' AMP cime. qu.e. a .ta HgWt.a 4, pe.Jtò no es de..te.c.mva

e.ap acilv-i..ta;t de.pe.nde.nt del nu.c..f.e.ò.tid.
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FIGURA 6 PERFILS D'ACTIVITAT PROTEÏNA QUINASA REVELADA EN PRESÈNCIA

D'AMP CíCLIC DESPRÉS DE L'ELECTROFORESI D'EXTRACTES DE CtL.

LULES TRACTADES AMB GLUCAGÓ.

Són. componat» W pelL¡)ill d'ac.t{_v.,{;ta;t pJtotün.a qlÚn.Ma cc­

JtJte.6pon.e..YLt.6 a c.U . .tu1.eó c.oYLtJtoi '¿n.c.ubadeó .6 e..n6 e honmone»

(6) l. c.U'.iuleJ.> '¿n.c.ubadeó Z YÚn.uú amb giuc.agó 10-7 M (e).

Ei gfuc.agó de..teJ1Jn-i.n.ava l' e..x.;U_n.uó gM!!..e..bé total de. ces ac.­

Uvila.t.6 pJtotün.a oiünaso: de..pe..n.de..YLt.6 d'AMP úc.Uc. (R¡) O, ZZ

,¿ R¡) 0,30), pelLO n.o mod,¿fi,{_c.ava Les altJteJ.> ac.t{_v;_;ta.t.6.
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quinasa mesurada en presència d'AMP cíclic corresponents a cél­

lules incubades sense hormones i a cél.lules incubades durant

2 minuts amb glucagó 10-7M. Les activitats quinàsiques indepen­
dents d'AMP cíclic que apareixien als gels no eren modificades

per l'acció hormonal. Aquesta, en canvi, determinava la quasi
total desaparició de les dues formes amb activitat quinasa de­

pendent d'AMP cíclic.

3.1.3. ESTUDI DE LA DISSOCIACIÓ DE LA PROTEINA QUINASA DEPEN­

'DENT D'AMP CÍCLIC PER ACCIÓ DEL NUCLEÒTID "IN VITRO".

Comparant les FIGURES l i 2 s'observà que el pic de

Rf 0,30 (holoenzim H2) romania gairebé inalterat per la incub�
ció dels extractes cel.lulars amb AMP cíclic 1 �M durant 60 mi

nuts, condicions suficients per a produir la desaparició gair�
bé total, per dissociació, del pic de Rf 0,22 (holoenzim HI)'
Per tal d'investigar la possibilitat que els holoenzims HI i H2

presentessin una sensibilitat diferent a la dissociació per AMP

cíclic, mostres d'extractes cel.lulars f6ren incubades amb con

centracions creixents d'AMP cíclic.

A fi d'evitar la destrucci6 de l'AMP cíclic introduït

a aquestes mostres, les incubacions es féren en presència de

l-metil,3-isobutil xantina (MIX), un conegut inhibidor de 11acti

vitat nucleòtid cíclic fosfodiesterasa, a una concentraci6 de

0,6 mM. Previ als assajos amb AMP cíclic es va voler conèixer

l'efecte que el MIX tenia "per se" sobre l'estat de dissociació

de la proteïna quinasa dependent d'AMP cícli. Els perfils de

fixació de 3H·AMP cíclic corresponents a cél.lules control inc�
bades a O Oc durant 45 minuts a la indicada concentraci6 de MIX

(FIGURA 7) mostraven un cert grau de dissociaci6 de HI si hom

els comparava amb els corresponents a cél.lules control incuba

des sense MIX (p.e., FIGURA 1). Aquest efecte era degut proba-
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FIGURA 7 PERFIL VE FIXACIÓ VE 3H·AMP CíCLIC VESPRtS V'ELECTROFORESI

V'EXTRACTES CRUS INCUBATS AMB I-METIL, 3-ISOBUTIL XANTINA.

ExXtLadeó de. c.'U.luleó n.o tJr..ac;tadeó amb nonmone» 6ÓlLe.n. _¿n.c.�
bat./.¡ duJtanX 45 mi.n.uú a O o C amb 1 - metil, 3 ,ú., o bu;t.(jl_ xanXi -

n.a 6 x 10-7 M.

ApaJLuua un. deó c.e.YLó lLe1.atiu de. leó c.pm. de. l' holo e.n.z_¿m HI

(R6 0,22) _¿ un. _¿n.�e.me.n.t e.n. leó de. la �ubun.itat R (R6 0,34).
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blement a que la MIX evitava la hidròlisi de petites quantitats
d'AMP cíclic que certes proteïnes que el duien fixat l'anaven

alliberant al medi durant el període d'incubació.

Per a dur a terme els experiments sobre dissociació

de la proteïna quinasa per AMP cíclic "in vitro", 0,5 g de cél­

lules fóren homogenitzats amb l,O ml de KF 150 mM/EDTA 15 mM

(pH 7,0) i el resultant centrifugat a 10.000 x g durant 15 mi­

nuts. El sobrenedant es repartí en tubs d'assaig que fóren in-

cubats durant 45 minuts amb concentracions d'AMP cíclic compr�

ses entre 0,01 VM i 5 VM, en presència de MIX 0,6 mM. Seguida­

ment les mostres fóren sotmeses a electroforesi en gel i reve­

lades per fixació d'AMP cíclic.

A la FIGURA 8 es mostra com una concentració d'AMP

cíclic de 0,1 VM causava la gairebé total desaparició del pic

corresponent a l'holoenzim Hl, mentre que el corresponent a

l'holoenzim H2 romania no significativament alterat. El pic co

rresponent a les subunitats reguladores R també assolía gaire­

bé el màxim canvi en magnitud a una concentració de 0,1 VM

d'AMP cíclic. Concentracions superiors no modificaven sensible

ment més el pic corresponent a HI que, d'altra banda, ja era

mínim. El pic corresponent a R experimentava encara un lleuger

increment en magnitud, i el de H2 no començava a variar de ma­

nera significativa fins que les concentracions d'AMP cíclic al

medi no eren superiors a l VM.

L'estat de dissociació de la proteïna quinasa depen­

dent di AMP cíclic enfront a la concentració del nucleòtid diss�
ciador en l'experiment anterior es presenta a la FIGURA 9. El

paràmetre que utilitzem com a definitori de l'estat de disso­

ciació és el cocient entre les cpm. al pic de la subunitat regE

ladora i les presents al de l'holoenzim HI.



FIGURA 8 EFECTE VE L'AMP CÍCLIC SOBRE LA PROTEÏNA QUINASA VEPENVENT

V'AQUEST NUCLEUTIV.

Ex.;tJr.ac;te/.¡ d' he.plÚòcJ;tt, 6611.e.n incuixu» amb diVeJ1.MU concentna

UOn.6 d' AMP c,Cmc.. L� inc.ubauo y¡}.¡ ( 45 minu..:t6 a O OC) -66-

ILe.n tSUe/.¡ e.n pl1.e/.¡�nUa de. MIX 6 x 10-7 M.

(.) c.pm. c.ol1.l1.e/.¡pone.� a l'holoe.nzim H1 (R6 O,ZZ)

(o) id. holoe.nzim HZ (R6 0,30)

(A) .i.d: .6 uburú:ta.t R (R6 O, 34 )
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FIGURA 9 REPRESENTACIÓ VEL GRAU VE VISSOCIACIÓ VE L'HOLOENZIM H¡ VE

LA PROTEÏNA QUINASA VEPENVENT V'AMP CíCLIC VERSUS LA CONCE�
, ,

,�

TRACIO V'AMP CI CLIC AFEGIT ALS EXTRACTES VE CEL. LULES HEPA-

TIQUES.

L� Qon�cion� exp�e� 6ónen l� d�enit� a la F�g�

na 8.

l
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3.1.4. DISSOCIACIO DE LA PROTEÏNA QUINASA DEPENDENT D'AMP CÍ-
CLIC "IN VIVO" PER ACCIÓ DEL GLUCAGÓ.

La modificació de llestat de dissociació de la pro­

teïna quinasa dependent d'AMP cíclic per acció del glucagó quan

els hepatócits eren incubats amb aquesta hormona ja ha estat

descrita, de passada si més no, a l'apartat 3.2.2. i represent�
da a la FIGURA 5. El glucagó era totalment efectiu com a agent
dissociador de l'enzim "in vivo" de la mateixa manera que l'AMP

cíclic ho era "in vitro" per acció sobre els extractes cel.lu­

lars.

;.¡
.' i

(::
:,'¡
,',

A fi d'esbrinar quins eren els límits de la modifica­

ció de l'estat de dissociació de l�enzim per acció del glucagó
fóren portats a terme experiments consistents a incubar hepat�
cits amb diverses dosis de l'hormona i mesurar les variacions

que es produien a cadascun dels pics fixadors de 3H.AMP cíclic

als gels d'electroforesi.

Per realitzar aquests experiments, alíquotes de sus­

pensió cel.lular (3,5 ml, concentració de la suspensió 107 cél­

lules/ml) fóren preincubades durant 10 minuts a 37QC i tot se­

guit addicionades amb concentracions de glucagó compreses entre

10-11 M i 10-6 M. Les incubacions amb glucagó es fèren durar

3 minuts al final dels quals les cél.lules fóren homogeneïtzades

amb 0,250 ml de KF 150 mM/EDTA 15 mM (pH 7,0), i les mostres

sotmeses a processos d'electroforesi i revelat tal com ja ha es

tat indicat. Paral .. lelament s'operà amb controls de cèl.lules in

cubades sense glucagó. Es va observar que la mínima concentra­

ció d'hormona que causava un efecte significatiu sobre la pro­

teïna quinasa dependent d'AMP cíclic en aquestes condicions era

-8 .�

10 M glucagó (FIGURA la). Aquesta concentraclo causava una

disminució notable a la radiactivitat fixada per l'holoenzim HI
i una sensible elevació a la fixada per la subunitat R. La desa
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FIGURA 70 EFECTE VE LA INCUBACIÓ AMB VIVERSES CONCENTRACIONS VE GLU­

CAGÓ SOBRE LA PROTEÏNA QUINASA VEPENDENT D'AMP CíCLIC V'HE

PATUCITS VE RATA.

EL6 hepa;tò� 66lLe.n "¿nc.ubCLt6 amb gluc.ag6 dUlLan.t 3 múwM

,,¿ l'e6.:tat de. �.6oUau6 de. la plLOtüna qiünaso: de.;teJ7..m.{_na;(:

tot .6e.guü pelL Ue.c.tJr.060lLe6"¿ e.n gel de. poUac.Jr.ilamtda ,,¿

lLe.vela;{: pelL ·Mx..au6 de. 3H. AMP úc.Uc..

(.) c.pm. c.olLlLe6pOne.VLM a l'holoe.nz.{_m H7 (R6 0,22)

(o) ,,¿d. holoe.nz.{_m H2 (R6 0,30)

(A) ,,¿d . .6ubun.{_;ta;{: R (R6 0,34)
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FIGURA 11 REPRESENTACIÓ VEL GRAU VE VISSOCIACIÓ VE LA PROTEÏNA QUI­

NASA VEPENVENT V'AMP CíCLIC VERSUS LA CONCENTRACIÓ VE GLU

CAGÓ AL MEVI V'INCUBACIÓ VE LES CÈL.LULES HEPÀTIQUES.

La -Ú1c.ubau6 amb gluc.ag6 dWLà 45 M_goM ( ) o 3 min.LLt6 ( ).

L'e6eae del gluc.ag6 a concerdnaccon« actives in6eJ¡j_oM

a 10- 8 M ja es .v1..O bava lLevvr;t(;t a.1..6 3 min.ut6 d' in.c.ubaci6.
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parició total del pic corresponent a HI es produia a concentra­

cions de glucagó al voltant de 10-6 M, a les quals es manifest�
va una elevació màxima del pic corresponent a les subunitats R.

Al glucagó a una concentració de 10-6 M produia un lleuger des­

cens en el pic corresponen a llholoenzim H2 (FIGURA 10). Aquest
era llúnic efecte observable de llhorrnona sobre llholoenzim H2.

Quan es va repetir llexperiment anterior, però incu­

bant els hepatòcits durant períodes de 45 segons, llefecte del

glucagó era manifest a dosis més baixes que a 3 minuts. La repr�

sentació de llestat de dissociació (cpm R/cpm HI) enfront la cOE

centració dlhormona (FIGURA 11) mostra corn la proteïna quinasa

dependent dlAMP cíclic estava dissociada al cap de 45 segons

d ' t
.....

d l I.... t' d lO-10M, .

ac uaClO e g ucago a concen raClons e l superlors.

A la mateixa figura es representa llestat de disociació de la

proteïna quinasa quan llactuació del glucagó durava 3 minuts.

De la gràfica slen pot deduir que llacció del glucagó sobre la

proteïna quinasa dependent dlAMP cíclic es revertia abans dlarri

bar als 3 minuts dlactuació de llhormona si la seva concentra­

ció era inferior a lO-8M .

....

3.1.5. REASSOCIACIO DE LA PROTEINA QUINASA DEPENDENT DIAMP CI-

CLIC IIIN VITROII.

Un altre aspecte del comportant lIin vitroll de la pro­

teïna quinasa dependent dlAMP cíclic que va ser estudiat fou el

de la possible reassociació de les seves subunitats quan del m�

di era llevat llAMP cíclic que les havia dissociat. Aquest est�
di volía il.lustrar, a més, fins a quin punt la desaparició es­

pontània de llAMP cíclic, causada per factors corn llactivitat

fosfodiesterasa endògena, podia provocar alteracions a llestat

de dissociació de la proteïna quinasa.
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Es va operar amb tres alíquotes de suspensió d'hepa­
tòcits (7,0 ml, 107 cél.lules/ml). Les dues primeres fóren in-

°

cubades a 37 e durant 12 minuts en abs�ncia d'hormones i tot

seguit centrifugades (2.000 x g, 30 s) i els sediments cel. lu­

lars corresponents homogeneïtzats amb l,O de la soluci6 usual.

La tercera alíquota va ser incubada 10 minuts a 37°C i 2 minuts

més amb glucagó a una concentració de 10-7 M. Al final de la

incubaci6 amb l'hormona, les cél.lules f6ren centrifugades i

homogeneïtzades corn en els casos anteriores. Després de centri

fugar els homogeneïtzats a 10.000 x g durant 15 minuts, els s�

brenedants f6ren incubats a oOe durant 45 minuts. La incubació

del sobrenedant procedent d'una de les alíquotes no tractades

amb glucagó es va fer en presència de 1 �M AMP cíclic. Teniem,

doncs, extractes control procedents de c�l.lules no tractades

amb glucagó, extractes procedents de les mateixes c�l.lules

però incubats amb AMP cíclic, i extractes procedentes de c�l­

lules que sí que havien estat tractades amb glucagó.

li

Tot seguit, cadascún dels extractes fou dividit en

dues parts. A una de les parts de cada parella li fou aplicat

un tractament d'eliminació d'AMP cíclic consistent a passarIes

per una columna de gel filtració (Sephadex G-50 Fine) de 1 x 8

cm. L'eficiència d'aquest tractament, comprovada amb una solu­

ció de 3H·AMP cíclic, era pràcticament absoluta (radiactivitat

exclosa: 99,95%).

Finalment fou analitzat el contingut d'AMP cíclic i

l'estat de dissociaci6 de la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic a cada mostra (TAULA I) .

Als extractes control, no passats per Sephadex, el

contingut d'AMP cíclic era de 0,8 �M. Malgrat que aquesta con­

centració era superior a la mínima concentració d'AMP cíclic

exògen necessària per dissociar a la proteïna quinasa, l'enzim



TAULA I. EFECTE DE L'ELIMINACIÓ DE L'AMP CíCLIC DEL MEDI SOBRE L'ESTAT DE DISSOCIACIÓ DE

LA PROTEïNA QUINASA DEPENDENT D'AMP CíCLIC

Mostres Incubaci6 Incubaci6 Pas per {AMPc} ].lM c.p.m. als pics Estat de

cèl.lules extractes crus Sephadex G-50 final H1 R dissociaci6

(H1/R)

1 sense sense - 0,80 1950±120 300±20 baix (0,15)
hormones AMPc exògen

2 id. id. + 0,75 1635±25 275±5 baix (Op17)

3 id. addici6 - 1,70 . 110±15 1400±90 alt (12,7)
AMPc 1 ].lM

4 id. id. + 0,75 100±20 1240±40 alt (12,4)

5 glucag6 sense - 17,15 145±20 355±20 alt ( 5,9)
lO-7M 2min AMPc exògen

6 id. id. + 0,90 280±70 1170±80 alt ( 4,2)

i--'

V1
W
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es mantenia en estat associat. Als extractes corresponents trac

tats amb Sephadex apareixien la mateixa concentració d'AMP cí­

clic i el mateix estat de la proteïna quinasa.
'

..

;¡
,

Als extractes tractats amb AMP cíclic exògen la pro­

teïna quinasa apareixia totalment dissociada. Si aquests extra�

tes eren passats per Sephadex es produïa l'eliminació d'una part

de llAMP cíclic que equivalia a la quantitat introduïda. En res­

tava ineliminable una part idèntica a l'observada als extractes

control. La proteïna quinasa dels extractes incubats amb AMP

cíclic i passats per Sephadex, però, es servava encara disso­

ciada del tot.

..
�

NITATS DE LA PROTEINA QUINASA DEPENDENT D'AMP CICLIC.

Als extractes de cèl..lules tractades amb glucagó fou

observat un fort increment del contingut d'AMP cíclic mentre

que la proteïna quinasa estava dissociada intensament. Però si

els extractes eren passats per Sephadex la proteïna quinasa se

guia dissociada tot i que el contingut en ��P cíclic havia es­

tat reduït al dels extractes control.

�

3.1.6. ESTIMACIO DELS PESOS MOLECULARS DELS HOLOENZIMS l SUBU-

L'estudi detallat de la proteïna quinasa dependent

d'AMP cíclic va ser completat amb la determinació dels pesos

moleculars de cada una de les formes holoenzimàtiques trobades

i els de la subunitat reguladora i catalítica.

Fou aplicat un mètode basat en la movilitat relativa

de les proteïnes en gels de poliacrilamida de diferent concen­

tració. El mètode i la seva base teòrica estan descrits deta­

lladament a la secció 2.4.5.
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Primerament fou estudiat el comportament de les pro­

teïnes que havien de ser utilitzades com patrons de pesos mole

culars coneguts. Fou escollida la seroalbúmina bovina que pre­

senta monómers de 68.000 daltons (438). Aquesta proteïna en ser

disolta dona espontàniament agregats dimèrics, trimèrics i te­

tramèrics, a part els monòmers lliures. Així doncs, obteniem

un perfecte esgraonat de pesos moleculars entre 68.000 i 272.000.

La solució d'albúmina fou aplicada a gels amb concen

tracions d'acrilamida del 5%, 6%, 7% i 8%. Hi havia tres gels
de cada concentració per tal de treballar en triplicat i amb

quantitats diferents de proteïna per gel (25, 50 i 100 �g, re�

pectivament). Després de l'electroforesi la movilitat de les

bandes d'albúmina era idèntica entre els triplicats de cada cOE

centració de gel. Al representar la movilitat de cada una de

les bandes (monòmer, dímer, trímer i tetràmer), expresada en

forma de logaritme de Rf, versus la concentraci6 d'acrilamida,

s'obtingué una familia de línies rectes confluents en un punt

comú (FIGURA 12).

Per tal de comprovar la bondad del mètode, aquest va

ser aplicat també a una proteïna de pes molecular conegut, la

làctic deshidrogenasa de múscul esquelètic de conill. La repr�

sentació gràfica de les movilitats versus la concentració d'acri

lamida també resultava en una línia recta (FIGURA 12) .

Si el pendent de cadascuna de les rectes determinades

pels oligòmers de seroalbúmina en la representaci6 gr�fica de

la darrera figura era representat versus el pes molecular corre�

ponent (FIGURA 13) obteniem una altra recta que era la direc­

triu per a determinar pesos moleculars de proteïnes desconeguts.

Introduïnt a l'equació de la recta de la FIGURA 13 el

valor del pendent corresponent a la làctic deshidrogenasa fou
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FIGURA 12 REPRESENTACIU VEL LOGARITME VE LA MOVILITAT ELECTROFORtTI­

CA (R6) VE LA SEROALBÚMINA BOVINA l VE LA LACTAT VESHIVRO­

GENASA VERSUS LA CONCENTRACIÓ VE POLIACRILAMIVA VELS GELS.

(BSA) 1; mon.òmeJt de. la. .6eJtoatbúmé.n.a. bov-i.n.a., (BSA) 2; dúneJt,

(BSA) 3; tJúmeJt, (BSA) 4; te.tltàmeJt,

( LVH) :fa.c.t:a;t de.Üúcvwge.n.a..6a..
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FIGURA 13 RECTA VIRECTRIU PER A LA VETERMINACIÓ VE PESOS MOLECULARS

VE PROTEÏNES PER ELECTROFORESI EN GELS VE POLIACRILAMIVA.

Expne4�i6 gnà6iQa de fa nefa�6 entne el p� mofeQuLan i

el pendent de f� Une.� obtingud� a fa FigMa 1 Z.

(BSAJ1, (BSAJZ' (BSAJ3 i (BSAJ4: mon(Jmen, dimen, tJúmen

i .tebWmen, n�pee.tivament, de fa �enoafbÚJ'rl,Ú1.a bovina.
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obtingut un valor de 145.000 per al pes molecular d'aquesta

proteïna, valor que coincidia exactament amb els donats a la bi

bliografia (439-441). Aquest resultat testimoniava la bondat

del mètode de determinació de pesos moleculars escollit.

Malgrat que existien altres mètodes electroforètics

per determinar pesos moleculars de proteïnes, com per exemple,
el de gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sòdic (SDS)

(442), s'optà pel mètode indicat per dues qüestions bàsiques.

Primer, perqué l'electroforesi amb SDS tendeix a dissociar els

sistemes d'agregació proteïca com el que existeix entre les

formes holoenzimàtiques de la proteïna quinasa dependent d'AMP

cíclic. l segon, perque nosaltres localitzàvem aquesta proteïna

quinasa als gels d'electroforesi mitjançant un revelat per fi­

xació de 3H·AMP cíclic que requeria la integritat molecular de

l'enzim, cosa que, per desnaturalització proteica, no s'obte­

nia en la tècnica del SDS.

L'anàlisi de la movilitat electroforètica de la pro­

teïna quina sa dependent d'AMP cíclic va ser aplicat a extractes

d'hepatòcits no tractats i a extractes incubats durant 45 mi-

a
nuts a O C amb AMP cíclic 0,5 11M. Els primers fóren destinats

a l'obtenció de dades per al pes molecular del holoenzims H1
i H2, i els altres per al pes molecular de la subunitat regul�
dora. Els valors de movilitat relativa d'aquestes entitats pr�

tèiques en sis concentracions diferent� d'acrilamida compreses

entre el 4% i el 9% estan indicades a la TAULA Il. Cada familia

de punts representada gràficament versus la concentració dels

gels, donà una recta de regressió altament definida. Introduïnt

el valor dels pendents d'aquestes rectes a l'ecuació correspo­

nent a la línia de la FIGURA 13 es va observar que ambdues for

mes holoenzimàtiques H1 i H2 tenien un pes molecular idèntic de

108.000, i que el de la subunitat R era de 72.000.



TAULAIl. ESTIMACIÓ DELS PESOS MOLECULARS DE LES FORMES DE LA PROTEïNA QUINASA

DEPENDENT D'AMP CíCLIC HEPÀTICA

H1

concentració d�acrilamida als gels f:::. log(Rf x 100) vs. f:::. concent. % pes
molecular

4% 5% 6% 7% 8% 9% (-) pendent r estimat

1,66 1,56 1,45 1,34 1,27 1,17 0,09800 0,99818 108.000

1,77 1,66 1,59 1,49 1,38 1,27 0,09829 0,99799 108.000

1,82 1,74 1,66 1,59 1,50 1,43 0,07829 0,99962 72.000

H2

R

i-'

Vl
1..0
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Per diferència entre el pes molecular de les formes

holoenzimàtiques i el de la subunitat R s'assumia un valor

aproximat de 36.000 daltons per a la subunitat catalítica

d'aquestes proteïnas quinases dependents d'AMP cíclic.
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3,2, ESTUD l DELS MECAN ISf1ES r'1OLECULARS l NVOLUCRATS AL' ACC IÓ
DEL GLUCAGÓ SOBRE CÈL,LULES PARENQUIMÀTIQUES DE FETGE,

3.2.1"
, �

RESPOSTA AL GLUCAGO DELS HEPATOCITS PROCEDENTS DE RATES

ALIMENTADES.

Aquesta sèrie d'experiències va ser duta a terme ut�
litzant animals que no havien patit cap tipus de limitació a

la dieta. Els animals ingerien el principal volum d'aliment d�
rant les hores nocturnes. Els experiments que seguidament es

descriuen eren iniciats entre les 9 hores i les 10,30 hores del

matí, moment en el qual els animals es trobaven en l'estadi

postprandial més important de llur cicle diari.

3.2.1.1. Efecte sobre la fosforilasa.

o

Quan als hepatòcits preincubats 10 minuts a 37 C

s'els addicionava glucagó a una concentració de 10-7 M es pro­

duia una intensa activació de la fosforilasa que d'una activi­

tat � de 0,160 U/mg prot. passava a 0,340 U/mg prot. A la FIGU

RA 14 s'expressa la relació temps-resposta de l'activació de

la fosforilasa, la qual ja era màxima al temps de mesura més

curt (1 minut) i encara era marcadament significativa als 10

minuts.
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FIGURA 14 ACCIÓ VE GLUCAGÓ SOBRE ELS HEPATÒCITS Ai'LLATS A PARTIR VE

RATES ALIMENTAVES

I - E6ecte sobne: .tu awvil.o..:tó de. .ta gUc.ogen J.¡,¿nta.6a ,¿

de .ta 6oJ.¡ 60Jz.ila!.Ja.

Vel.JpJz.é-6 d''¿nc.u.bM w hepatèc.i;t)., dwz.a.n-t 10 mintdó a 37°C

W nau. anegft g.tu.c.ag6 JO-7M (e) ° J.¡o.tu.c.i6 J.¡aUna i!.Jo;tòn{
c.a (o) ,¿ .tu '¿nc.u.bac.ionu conünu.Men w peJú.odeI.J de ;te.mpJ.¡

'¿ndic.a;(:J.¡. Fbuument.ta Jz.e.tac.i6 d'awvil.o..:tó de .ta gUc.ogen

J.¡,¿nta.6a en abJ.¡ènUa ,¿ en pJz.uè:nUa de g.tu.c.oJ.¡a 6- n0J.¡ nat (Jz.�

quadiu: J.¡u.peJz.ioJz.) ,¿ .t'awvftat de .ta 601.J noJz.ila!.Ja (Jz.equ.adJr.e

'¿nnwoJz.) {)6Jz.en mesunades .

L'ac.tivftat gUc.ogen J.¡,¿ntMa ;toM (+ g.tu.c.OI.Ja 6-noJ.¡nat) Jz.O

mania '¿nillvz.ada.
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3.2.1.2. Efecte sobre la glicogen sintasa.

Simultàniament fou estudiada l'evolució de l'activi­

tat glicogen sintasa (relació d'activitats en absència i en pr�

sència de glucosa 6-fosfat). En presència de glucagó 10-7 M no

fou observat cap canvi significatiu en comparació amb hepatòcits
control incubats sense hormona els quals tenien un valor de re­

lació d'activitats de 0,10 constant al llarg del període d'incu

bació.

3.2.1.3. Efecte sobre l'estat de dissociació de la proteïna

quinasa dependent d'AMP cíclic.

En els mateixos experiments que acabem de descriure

fóren mesurades les variacions de l'estat de dissociació de la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic.

-7
A la FIGURA 15 es mostra l'efecte del glucagó 10 M

sobre l'estat de dissociació expressat en forma de relació en­

tre les cpm. presents al pic corresponent a la subunitat regu­

ladora i les corresponents al pic de l'holoenzim quan els ex­

tractes cel.lulars eren sotmesos a electroforesi en gels de po­

liacrilamida i revelats per fixació de 3H·AMP cíclic tal com es

tà descrit a "Mètodes". Per efecte del glucagó, l'holoenzim HI
experimentava una ràpida i intensa dissociació que es mantenia

en un nivell màxim entre els minuts 1 i 5 d'actuació de l'hor­

mona, mentre que romania en estat inalteradament associat en

els controls incubats sense glucagó.

Un cop iniciada, la reassociaci6 de les subunitats de

la proteïna quinasa es produïa també de manera ràpida. El seu

acompliment coincidia amb l'inici del rètorn de l'activitat

fosforilasa a al valor basal després de l'activació per glucagó.



FIGURA 15 ACCIO VEL GLUCAGÓ SOBRE HEPATÒCITS AÏLLATS A PARTIR VE RA­

TES ALIMENTAVES

11 - E6e.de. sobn». .t' e;.,:ta;t de. cf.JA.óowci6 de. R.a pf1..o:tüna

oiunasa de.pe.nde.n,t d' AMP úc.L[c..

Lu c.on.d.[cion6 e.xpvu:me.� 66f1..e.n. .te;., de. R.a FigWLa 14.

(e) c.è.t • .tuie..ó in.c.ubade;., amb g.fuc.ag6 10-7 M

(o) c.èL.tuie;., c.on.:tJto.t in.c.ubade;., .6e.n6e. g.fuc.ag6

c.pm R/c.mp HI: f1..e.R.aci6 entne. e..t pic. C.Of1..f1..Upon.e.nX a ro: .6ub­

uM:ta;t R de. Lo: pf1..o:tün.a quin.cua i e..t C.Of1..f1..e;.,pon.e.nX a .t '110-

.toe.n.Um HI' dUpfLéó de..t fLe.Ve..ta:t deis gw d'e..te.c.:tJz.060f1..ui

pe.f1.. 6ixaci6 de. 3H' AMP úc.Uc..
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En cap moment de l'actuaci6 del glucagó en aquestes
condicions no fóren observades variacions al pic corresponent

a l'holoenzim H2 de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

en els gels d'electroforesi.

�

3.2.2. RESPOSTA DELS HEPATOCITS PROCEDENTS DE R�TES MANTINGU-
,

DES EN DEJUNI AL GLUCAGO.

L'estudi de l'efecte del dejuni sobre la resposta

dels hepatòcits al glucagó va ser dut a terme utilitzant ani­

mals que havien estat privats de menjar des de 24 hores abans

del procés d'isolament dels hepatòcits. Les cèl.lules, que úni

cament havien estat en presència de glucosa durant la fase de

perfusió del fetge (glucosa 5,0 mM al medi de perfusió), no

contenien, un cop isolades, glicogen precipitable amb etanol

del 60%. La viabilitat i supervivència d'aquestes cèl.lules

era equivalent a la de les obtingudes a partir de rates alimen

tades normalment.

3.2.2.1. Efecte sobre els nivels intracel.lulars d'AMP cíclic.

El contingut intracel.lular d'AMP cíclic era incre­

mentat pel glucagó de manera inmediata a l'aparició de l'hormo

na en el medi d'incubació dels hepatòcits. (FIGURA 16). El va­

lor basal del contingut del nucleòtid era 2,2 0,3 pmols per

milió de cèl.lules.

La concentració de glucagó més alta que es va assajar,

10-7 M, elevava el contingut d'AMP cíclic fins gairebé 80 pmols

per milió de cèl.lules i, desprès d'una caiguda intensa a par­

tir dels 4 minuts, els valors d'AMP cíclic encara es trobaven

elevats als 10 minuts d'incubació amb l!hormona.
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FIGURA 16 ACCIÓ VE GLUCAGÓ SOBRE HEPATÒCITS AÏLLATS A PARTIR VE RA­

TES VEJUNES.

l - Efie.c;te. .6ob1Le. el. vU.vel1 -i.ntJr..ac.el..lu1aJL d'AMP Úc.Uc..

He.patò� p1Loc.e.de.� de 1LaÍe.6 mant¿ngude.6 e.n de.juvU. du­

nard: res 24 honas p1L'èv-i.e,6 at6 e.xpe.4me.i1X.6 6611..e.n p1Lunc.u­

ba;tA 7 O minut.!.> a 37°C -i. :tot .6e.guil addceconiu» amb le.ó con

c.e.ntJLaUOn.6 de. gluc.ag6 .6e.güei1X.6:

(.) 10-7 M, (.) 3 x 70-9 M, (.) 709 M, ('f) 3 x 10-70 M.

LM -i.nc.ubauon.6 661Le.n pW1.ongade.ó ers peJÚ.ode.ó de. te.mp.6

-i.nd-i.c.a;tA. F-i.nalme.n:t fio u me.6 UJLa:t el. c.o nt¿ngut .i.n:tJLac.e.l.lu

lM d r AMP úc.Uc.. Eu c.ontJr..ou -i.nc.uba:t.6 .6 e.n.6 e. gwc.ag 6 p1L�

.6 enta.ve.n un vaco»: ballal (2, 2 ± 0,3 pmou /7 06 c.U.lule.ó) -

que. nomancà eons.tant: al UMg dw e.xp�e.n:t.6.
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Concentracions de glucag6 inferiors produien respos­

tes més débils tant en amplitud com en durada. La mínima con­

centraci6 que causava un efecte significatiu era 3 x 10-10 M i

produïa una elevaci6 de, aproximadament, tres vegades sobre el

valor basal esmentat el qual era restablert 2 minuts després
de l'addició de l'hormona.

3.2.2.2. Efecte sobre l'estat de dissociaci6 de la proteïna
quinasa dependent d'AMP cíclic.

De manera inmedi-ata a l'increment de la concentraci6

d'AMP cíclic intracel.lular produït pel glucag6,era observable

una forta dissociaci6 de l'holoenzim HI de la proteïna quinasa

dependent d'AMP cíclic.

L'efecte del glucag6 sobre la proteïna quinasa depen­

dent d'AMP cíclic dels hepatòcits procedents d'animals mantin­

guts en dejuni va ser estudiat amb concentracions d'hormona

compreses entre 3 x 10-10 M i 10-7 M.

-10
Les concentracions de glucag6 mes baixes (10 M i

3 x 10-10 M) amb efectes significatius sobre altres paràmetres

(veure seccions 3.3.2.3. i 3.3.2.4.) no causaven modificacions

detectables sobre la proteïna quinasa.

La dissociaci6 de l'holoenzim HI en les seves subuni­

tats era ja molt intensa al temps de mesura més curt (minut 1 ,

FIGURA 17). En el primer minut de llur actuaci6 totes les con­

centracions de glucag6 assajades produien un efecte equivalent.

A partir del primer minut, però, l'efecte de les concentracions

més baixes (10-9 M i 3 x 10-9 M) desapareixia de forma ràpida:

la proteïna quina sa recuperava l'estat associat inicial entre

els 2 i els 3 minuts d'actuaci6 del glucag6.
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FIGURA 17 ACCIÓ VEL GLUCAGU SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE RATES VE­

JUNES.

II - Efiec:te .6obJr.e l' u.tat de CÜI.:J.6oc.)_ac.J..6 de .ta pJr.o.:tüVLa

qtUna.6a depeVLdeVL.:t d' AMP úmc..

LM C.OVLCÜc.J..OVL.6 expvUmeVL.:tak'..6 66Jr.eVL iu de .ta F-i..gww. 16.

¡.Al gluc.agó 10-7 M, ¡el 3 x 10-9 M, ¡.l 10-9 M

(o) .6o.fuc.J..6 .6aUVLa Mo.:tòVL-i..c.a

L' essiu: de CÜI.:J.6oc.)_ac.J..6 u Jr.epJr.ueVL.:ta pell. la Jr.e.tac.J..6 entxe.

lM c.pm eonnesponent» al p-i..c. de .ta .6ubuVL-i...tat R -i.. .tu du

C.OMe.6pOVLe.VL.:t a l' holoUJn H 1 de.6pJr.ú du Jr.evUa.:t dm gm

d' de.c:tJr.ofioJz.e.6-i.. pell. Mxac.J..6 de 3H· AMP úc.lic..
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A una concentració de 10-7 M l'hormona mantenia disso

ciat l'holoenzim HI durant 6 minuts aproximadament. El retorn

a l'estat inicial es produia de manera ràpida a partir dels 5

minuts, essent total als 8 minuts.

De manera similar al que succeia als hepatòcits pro­

cedents de rata alimentada (apartat 3.3.1.3.), cap de les con­

centracions de glucagó assajades produia modificacions detecta

bles de l'estat molecular de l'holoenzim H2 de la proteïna qui­

nasa als hepatòcits de rata dejuna.

3.2.2.3. Efecte sobre la fosforilasa.

L'elevació del nivell intracel.lular d'AMP cíclic i

la dissociació de l'holoenzim HI de la proteïna·quinasa depen­

dent d'AMP cíclic causats pel glucagó estaven acompanyats per

una forta activació de la fosforilasa.

L'efecte del glucagó sobre la fosforilasa també era

dosi-dependent (FIGURA 18). Per acció del glucagó a una concen

tració de 10-7 M, l'activitat fosforilasa a passava d'un valor

basal de 0,160 U/mg prot. a un valor màxim de 0,315 U/mg prot.

assolit als 2 minuts d'incubació en presència de l'hormona. La

-10
mínima concentració efectiva de glucagó era 10 M i elevava

l'activitat fosforilasa � fins 0,195 U/mg prot. durant un curt

període (2 minuts). Concentracions d'hormona de 10-9 M i de

-10
3 x 10 M produien activacions de la fosforilasa intermèdies

a les causades per les concentracions esmentades, tant pel que

fa a l'amplitud de l'efecte com a la seva extensió.

3.2.2.4. Efecte sobre la glicogen sintasa.

La glicogen sintasa d'hepatòcits procedents d'animals



170

FIGURA 18 ACCIó VEL GLUCAGó SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE RATES

VEJUNES.

III - E6e.cte. -6obt¡_e. f'amvili;t 60-66oJU1.o..,,6a�.

Le_}.¡ c.oncüuolU e.xpeJU.me.nW..6 66t¡_e.n fe_}.¡ de. la FigwLa 16.

( • J 9fuc.ag6 1 0- 7 M, ( A J 1 0- 9 M, I_ J 3 x 1 0- 10M, ( Y) 1 0- 10M

(o J -6oL -6aUYLa -é6o.tònJ.c.a.
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mantinguts en dejuni durant les 24 hores prèvies als experiments

presentava un valor d'activitat independent de glucosa 6-fosfat

notablement més alt que el corresponent a hepatòcits de rates

alimentades (relació d'activitats en absència i presència de

glucosa 6-fosfat de 0,21 ± 0,03 als primers i de 0,10 ± 0,02

als segons).

L'activitat glicogen sintasa independent de glucosa

6-fosfat era disminuïda de manera intensa per efecte del gluca­

gó sobre els hepatòcits de rata dejuna. Després de 10 minuts

d'incubació en presència de l'hormona a una concentraci6 de

10-7 M, el valor d'aquesta activitat enzimàtica havia estat dis

minuït fins el 35% del valor inicial (FIGURA 19). Concentracions

-10
de glucagó de l'ordre de 10 M produïen encara descensos sig-

nificatius de l'activitat glicogen sintasa I.

Als controls incubats sense glucagó les activitats

glicogen sintasa dependent i independent de glucosa 6-fosfat

romanien constants en el transcurs del experiment.

L'activitat dependent a les cèl.lules tractades amb

glucagó no era modificada per l'hormona en cap de les condicions

assajades.

3.2.2.5. Asincronia entre els efectes màxims del glucagó sobre

la glicogen fosforilasa i la glicogen sintasa.

Al realitzar l'estudi detallat dels efectes del gluca­

gó sobre els punts de lacascadaglicogenolítica es va observar

que les variacions màximes dels paràmetres mesurats no es pro­

duïen de manera simultània sino que estaven subjectes a una se­

qüència temporal definida.
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FIGURA 19 ACCIO DEL GLUCAGÓ SOBRE HEPATÒCITS PROCEDENTS DE RATES DE­

JUNES

IV - E6ecte soon»: la. güc..ogen. /':'il'1{:a,6CL

Les eondcccon» expeJúmentai-6 66!ten. fe.6 de.6cJúte/.:, a la. Fi­

gUIta 16.

(.) gfuc..ag6 10-7 M, (.) 3 x 10-10 M, (.) 10-10 M

(o) /.:,oL .óaün.a /.:,i).:,o:tòn.ic..a

E/.:, .tz.ep!te.6 enta la. !tela.c..i6 d' ac..:tivi:ta:t.6 güc..ogen. J.:,inta.6a me­

sunade» en. ab/':'è.n.Ua i en. p!te.6en.c..ia de g.f..u.c..oJ.:,a 6-6M6a:t.

L'ac:Uvi:ta:t güc..ogen. J.:,inta.6a :toM eM c..OYL.6:tan:t cU:. ila.tz.g

dw expeJtimeyz;(:J.:,.
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A la FIGURA 20 es representa l'aparici6 d'aquest fe­

nomen quan la concentraci6 de glucag6 assajada era 10-7 M. Amb

aquesta concentració, o amb qualsevol altra, els nivells intr�
cel.lulars d'AMP cíclic eren els primers d'arribar al valor de

màxim increment. Tot seguit era l'efecte sobre la proteïna qu1
nasa dependent d'AMP cíclic el qui assolia la màxima intensi­

tat. La fosforilasa arribava a la màxima activació aproximada­
ment al mateix temps que la proteïna quinasa però es mantenia

activada durant un període més perllongat que aquesta.

La disminució de l'activitat glicogen sintasa l era

notablement més lenta que la producció dels altres efectes. La

màxima inactivació era assolida quan el nivell d'AMP cíclic i

l'estat de la proteïna quinasa ja havien retornat gairebé del

tot al valor original.

3.2.3. RESPOSTA DELS HEPATÒCITS AL DIBUTIRIL AMP CíCLIC.

Els experiments descrits a la secció 3.3.2. mostren

com el glucagó pot causar l'elevació del nivell intracel.lular

d'AMP cíclic, d'una banda, i l'activació de la fosforilasa i

la inactivació de la glicogen sintasa, de l'altra. A fi de

comprovar que una elevació prèvia de l'AMP cíclic intracel.lu­

lar era la causa, i no un simple efecte simultàni però sense

relació, de la modificació de les dues activitats enzimàt�ques

esmentades, vàrem fer experiments consistents a introduir AMP

cíclic dins de les cèl.lules hepàtiques isolades i mesurar les

activitats de la fosforilasa i de la glicogen sintasa tot se­

guit.

Els experiments fóren duts a terme amb hepatòcits

procedents de rates mantingudes en dejuni de 24 hores. Les cèl­

lules f6ren incubades durant temps diferents amb diverses con­

centracions d'ANP cíclic en forma de dibutiril derivat que atra
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FIGURA 20 ACCIÓ VEL GLUCAGÓ SOBRE HEPATÒCITS PROCEDENTS VE RATES

VEJUNES

V - A.6iYlcJtolÚa e..n;tJ¡_e.. W e..tíe..c.tv., mà.x.irn.6 dei. gluc.ag6 .6obJz.e..

l'AMP Úc.Uc. (o), l' v.,.ta.:t de.. r:ü6.6 o uau6 de.. la pJz.o-te2na

quiYla.6a de..pe..Ylde..Yl-t d'AMP úc.lic. (V'), l'ac.üvi.ta.:t tíO.6tío�

.6a a (A) i l' ac.üvi.ta.:t gUc.oge..Yl s. .¿Yl-ta.6a (- / + gluc.0.6a 6- no�

nat) (o).

La Jz.e...6pO.6-ta c.o)L)Lv.,pon a una c.onc.e..�au6 de gluc.ag6 de.. 10-7 M.

Le...6 tíle-txv., a.6.ó eyaleYl W pun-t.6 de màxim etí ecte..
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vessa bé la membrana cel.lular.

3.2.3�1. Efecte sobre la fosforilasa.

El dibutiril AMP cíclic incrementava intensament l'ac

tivitat fosforilasa a als hepatòcits (FIGURA 21). Partint d'una

activitat basal de 0,175 U/mg prot. una concentraci6 de 3 x 10-5 M

de l'efector produïa l'activació de l'enzim fins a 0,400 U/mg

prot. La mínima concentració de dibutiril AMP cíclic que produïa
un efecte significatiu era 3 x 10-7 M.

L'efecte del dibutiril AMP cíclic sobre la fosforila­

sa, arribava a la màxima intensitat de forma més leta que llefec

te derivat de la presència de glucagó al medi (FIGURES 14 i 18).

El valor d'activitat a assolit per la concentraci6 màximament

efectiva de dibutiril AMP cíclic (0,400 U/mg prot. amb 3 x 10-5
M DBAMPc) era, però, més elevat que l'assolit pel glucagó a

-7
concentració saturant (0,315 U/mg prot. amb 10 M glucagó) .

3.2.3.2. Efecte sobre la glicogen sintasa.

Als mateixos experiments va ser mesurada l'activitat

glicogen sintasa. El dibutiril AMP cíclic causava la inactiva­

ció de l'enzim disminuïnt la relació d'activiats mesurades en

absència i presència de glucosa 6-fosfat (FIGURA 22) .

Una concentració determinada del producte era relati

vament més eficient inactivant la glicogen sintasa que no pas

activant la fosforilasa. Concentracions superiors a 3 x 10-6 M

ja es comportaven com màximament efectives per a la primera

activitat esmentada.
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Corn en el cas de l'activació de la fosforilasa, l'efe�
te del dibutiril AMP cíclic sobre la glicogen sintasa es produïa

de manera més lenta que el causat pel glucagó. A les concentra­

cions més baixes de l'efector s'observà, àdhuc, un període de

latència previ a la inactivaci6 de l'enzim.

\
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FIGURA 21 EFECTE VEL VIBUTIRIL AMP CíCLIC SOBRE L'ACTIVITAT FOSFORI

LAsA V'HEPATUCITS AÏLLATS VE RATES VEJUNES.

Vup/'té.,6 de. 10 rrú.n� d'.inc.ubac.i6 a 37°C, Iu c.èLlulu M­

/'ten add.ic.ionade).¡ amb le).¡ c.onc.e.iUJLac.ioYL6 de. d.ibr.;.;t,{_j¡il AMP ú

c.l.ic. .ind.ic.adeó. Le).¡ .inc.ubac.ioYL6 U pVL.UongMe.n duJtant pe.­

JÚodu de. .te.mp6 al {¡.inal deU qual6 {¡ou me).¡uJtada l'ac.Uv.i­

.tat {¡ 0-6 {¡oJi..ilo.,6a �.

(e) VbAMP úc.lic. 3 x 10-5 M, (A) 3 X 10-6 M, (.) 10-6 M,

(.) 3 x 10-7 M

(o) �ol. �al.ina �o.tòYL.ic.a
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FIGURA 22 EFECTE VEL VIBUTIRIL AMP CíCLIC SOBRE L'ACTIVITAT GLICOGEN

SINTASA V'HEPATÒCITS AÏLLATS VE RATES VEJUNES.

Les c.oncU.uoY1J.> expeJL,ÚnentCLÚ 6ó.ILen lell dellC'JIJ.;tell a la F'¿gu..

.lLa 21, me.óu..nant l'ac;t{_vUa:t gUc..ogen .ó,¿n:t.Ma en ab.óènUa ,¿

en p.ILellènua de glu..c..o.óa 6 - 60.ó 6at al Mnal de la '¿nc..u..bau6

amb du..b� AMP c..Ic..Uc...

(.) VnAMP c..Ic..Uc.. 3 x 10-5 M, (.) 3 x 10-6 M, {YJ 10-6 M,

(.) 3 x 10-7 M

(o) .óol • .óaUna i.óotònic..a

L'ac;t{_vUa:t güc..ogen .6ÚttaAa toM {7, 6 ± 0,6 mU/mg p.ILot.,

+ glu..c..o.6a 6-60.6tíatJ nomanca. cons-tani: en totell le.ó c..oncU.uoY1J.>

asso.jades:
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3,3, ESTUDI DE CONTROL HORMONAL DEL METABOLISME DEL GLICOGEN
�

ALS HEPATOCITS PER CATECOLAMINES I AGENTS RELACIONATS,

�

3.3.1. RESPOSTA DELS HEPATOCITS A L'EPINEFRINA.

L'estudi de la resposta dels hepatòcits a l'epinefri­

na va seguir inicialment una sistemàtica experimental similar a

la utilitzada per estudiar els efectes del glucagó. De primer

fòren analitzats els efectes de l'hormona sobre l'activitat

dels enzims fosforilasa i glicogen sintasa, i tot seguit fou de

terminada la participació que en aquests efectes havien tingut

els mecanismes d'acció hormonal derivats de l'estímul de l'ade­

nil ciclasa.

3.3.1.1. Efecte sobre la fosforilasa i la glicogen sintasa

d'hepatòcitsproced�ntsde rates dejunes.

Quan fóren incubats amb epinefrina hepatòcits proce­

dents de. rates mantingudes en dejuni durant les 24 hores prèvies

als experiments es va observar que l'hormona causava l'activa­

ció de la fosforilasa i la 1nactivació de la glicogen sintasa.

A la FIGURA 23 es representa la relació temps-resposta

de la fosforilasa a una sèrie de concentracions d'epinefrina. La

concentració més baixa que produia un efecte significatiu sobre
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FIGURA 23 ACCIÓ VE L'EPINEFRINA SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE RATES

VEJUNES

l - E6 ecte. .ó obn»: .t' ac;t{_v-i..:t.aX 60.ó 60JU1...cv.,a 0;.

Hepa;tòci.;t.l.l ptr.oc..eden-a de tr.a;te.ó manXA:.ngude.ó en dejunA.. Les

24 hotr.e.ó ptr.èv-te.ó al.ó expetr.-tmen-a 66tr.en ptr.un.c..uba;t.6 dunant:

10 mi..n.u.t6 a 37 Oc -t tot .óe.guU add-tuon.a;t.6 amb .te.ó .óegüen.:t.ó

c..on.c..en.:ttr.auon..6 d'ep-tn.e6!r.-tn.a¡

(.) 10-5 M, (o) 10-7 M, (.A) 6 X 10-8 M, (Ll) 10-8 M,

(o) sot: .óaUn.a -t.òotòf'l.-tc..a

Le.ó -tn.c..ubauon..6 e.ó petr.Uon.gatr.en. W pvúode.ó de te.mp.ó -tn.d-t

c..a:t.ó -t 6-tn.almen.:t nOU me.óutr.ada .t'ac..:t-tv-t:ta;t 60.óno�a 0;..

Lu dade.ó .ó6n. el ptr.omi..g � V. E. de:ttr.e.ó expetr.-tmen-a tr.eaU:t­

zai» en. d-te.ó d-t6e.tr.en:tó (exc..epte pe.tr. ep-tn.e6!r.-tn.a 6 x 10-8 M).
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-8 5l'activitat a era 10 M epinefrina. Una concentració de 10- M

elevava ràpidament l'activitat de la fosforilasa a al doble del

valor que tenia als controls incubats sense hormona. Concentra­

cions superiors d'epinefrina no incrementaven aquest efecte. El

retorn als valors inicials d'activitat fosforilasa a començava

pocs minuts després d'haver estat assolit el valor màxim. Per

les concentracions d'epinefrina intermedies entre la més alta i

la més baixa de les efectives, el retorn al valor basal es com­

pletava aproximadament al cap de 10 minuts d'incubació.

3.3.1.2. Efecte sobre la fosforilasa i la glicogen sintasa

d'hepatòcits procedents de rates alimentades.

Als mateixos hepatòcits l'efecte de l'epinefrina so­

bre la glicogen sintasa era clar a partir d'una concentració de

-9
6 x 10 M. Aquest efecte consistia en la disminució de l'acti-

vitat sintasa mesurada en absència de glucosa 6-fosfat (FIGURA

24). El canvi més gran d'activitat glicogen sintasa es produïa
-5

amb concentracions d'epinefrina iguals o superiors a 10 M que

la reduïen a la quarta part del valor que presentaven les cèl­

lules control incubades en absència d'hormona.

L'epinefrina també causava l'increment de l'activi­

tat fosforilasa � als hepatòcits obtinguts a partir de rates

no sotmeses a limitacions de dieta. La magnitud de l'activació

produïda per una concentració d'epinefrina de 10-6 M (FIGURA

25) era del mateix ordre que l'observable als hepatòcits de r�

tes mantingudes en dejuni de 24 hores abans dels experiments.

L'activitat glicogen sintasa d'hepat�cits de rates

alimentades no era inactivada per concentracions elevades

d'epinefrina. El valor basal de l'activitat independent de gl�

cosa 6-fosfat, que era inferior al dels hepatòcits de rates de
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FIGURA 24 ACCIÓ VE L'EPINEFRINA SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE RATES

VEJUNES.

11 - Eb�et� �ob�� la gliQog�n �intaóa

L� Qonci.[uoJ!l..6 �xpVUm�YltcLtó 6ó��n l� d�CJU.;t� a la Fi­

gww 23.

(.) �piJ1�6�a Lo-5 M, (o) 10-7 M, (�) 6 x 10-8 M, (li) 70-8 M

(e) 6 x 10-9 M

(o) sot: �aUna �o:tòMQa

L� awvi:taú 9UQo9�n �in:tMa �n ab��J1ua i �n p���J1Ua

de. gWQo�a 6-nO�ba:t 6ó��n dueJun-{_J1ad� al 6iJ1al dw peJÚo

des iJ1diQa:t6.

L� dad� �6J1 � p�omig -t V. E. de. Ú� �x..pVUm�YlXJ.¡ �MÜ:tza:t6

�J1 ci.[� di6��YlXJ.¡ (�x..Q�p:te. e.pine.6�na 10-5 M).
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FIGURA 25 ACCIÓ VE L'EPINEFRINA SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE RATES

ALIMENTAVES NORMALMENT.

Ene.c.:te. sobn»: .tv., aruv� de. fu 6M6of1.il.Ma J.._ de. .ta gli­

c.oqen ).)b¡tMa

Ve_).) pJz.M d' u.na pJz.e.J...nc.ubauó de. 1 O m{nuM a 37 oC, w hepa­

tòUM 6óJz.e.n addJ...uo n0vt6 amb e.p_(ne. 6.tz.J...y¡a_ 1 0-6 M (. ) o amb

).)o.tuuó ).)wna. .{,6otòMc.a (o) _( Les .ineubaccon: e_).) pe..tz.Uon­

gMe.n W peJÚ.odu de. te.mp).) J.._ndJ...c.0vt6.

A.t qua.CÚl.e. ).) upe..tz.J...oJz. e.).).tà Jz.e.pILU e.ntada Ea. Jz.e..tau6 d' a.ruvJ.._­

t� de. .ta g.e._¿c.oge.n ).)_(y¡ta_).)a (-j+ g.tuc.o).)a 6-6o�6at) e.n aqu�

tes c.U • ..f_u.te_).) a..t Mna..f.. de. .ta _(nc.ubau6 amb e.p_(ne.6.tz.J...na.. A

.t'J.._n6e..tz.J...olL, ..f_'ac.t_¿vJ...tat 6o�6o�a �
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junes, sofria, per contra, una moderada elevaci6 durant els

dos primers minuts de presència de l'epinefrina al medi d'in­

cubació (FIGURA 25). Tot seguit l'activitat enzimàtica retor­

nava al valor original.

3.3.1.3. Efecte sobre el nivell intracel.lular d' AMP cíclic

i sobre la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic.

Després d'observar uns efectes de l'epinefrina so­

bre la fosforilasa i la glicogen sintasa molt similars als

causats pel glucagó sobre aquestes mateixes activitats enzi­

màtiques, vàrem voler esbrinar fins a quin punt l'acció de

l'epinefrina estava també relacionada amb increments del ni­

vell intracel.lular d'AMP cíclic i amb la dissociació dels ho

loenzims de la proteïna quinasa dependent d'aquest nucleòtid.

A la FIGURA 26· són mostrats efectes de l' ep í.ne ír í.na

i també els d'un agonista de caràcter gairebé exclussivament

alfa-adrenèrgic, la fenilefrina, els resultats de l'estudi

del qual s'ofereixen de forma detallada a la sección 3.3.3.

L'activació de la fosforilasa per 10-6 M epinefri­

na cursava amb una lleugera elevació del contingut intracel­

lular d'AMP cíclic. Aquesta elevació era molt petita compara­

da amb la produïda pel glucagó (FIGURA 16) .

L'increment d'AMP cíclic derivat de la presència

d'epinefrina al medi d'incubació dels hepatòcits no causava,

però, cap canvi detectable en l'estat de la proteïna quinasa

dependent d' lLMP cíclic la qual es mantenia tot hora en l' 2S­

tat·holoenzimàtic.

Si els hepatòcits eren tractats previament amb el
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Eu paJl.àmweó eó men.ta.tó 6óJten. meó unat» deópJtM d'un. m[n.uX

d'in.�ubaci6 amb epin.e6Jtin.a 10-6 M o amb 6en.ile6Jtin.a 10-5 M.

Abanó de .e.' addici6 d' aqueóú e6e&OM, Les �U . .e.u.e.eó 66Jte.n.

in.�ubadeó 1 O rrU..n.uú a 37 o C en. pJteó è.n.cia de V L - pJto pan.o.e.o.e.

2 x 10-5 M o en. ab��n.cia del b.e.oquejant be.ta-adJten.�gi�.

Leó dades �6n U pJtorrU..g de. do» Va.tOM.

FIGURA 26 ACCIó VE L'EPINEFRINA l VE LA FENILEFRINA SOBRE HEPATÒCITS

PROCEVENTS DE RATES DEJUNES.

E6edeó sctvu: el �oy¡;t¿n.guX in.tJta�el.MaJl. d' AMP údi� i

soon« .e. I eó.ta:t de diMociaci6· de fu pJto.tün.a oiunasa. depe!!
dent d' AMP úru�, aompanas: amb .e. , e6ede sobiu: .e. , aúivi.ta.t

6o� 60JtilMa �.
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bloquejant �eta-adrenèrgic propanolol (preincubació de 10 mi­

nuts a 37°c a� 2 x 10-5 M DL-propanolol), l'addició d'epine­
frina no causava cap increment mesurable d'AMP cíclic. En can

vi, aquest f:ractament no disminuïa l'efectivitat de l'epine­
frina per activar la fosforilasa. El comportament de la fen�
lefrina sobre l'AMP cíclic, la proteïna quinasa i la fosfori­

lasa era idèntic al de l'epinefrina en presència de propanolol.

L'increment d'AMP cíclic causat per una concentra­

ció de 10-5 M epinefrina retornava al valor basal als 5 minuts

d'incubació amb l'hormona. En les mateixes cèl.lules les acti

vitats fosforilasa � i glicogen sintasa independent encara es

trobaven ampliament modificades als 10 minuts d' incubació (d� ,;

des no mostrades) .

3.3.2. ESTUDI DELS EFECTES DE L'EPINEFRINA SOBRE LA FOSFORI­

LASA l LA GLICOGEN SINTASA EN PRESÈNCIA DE BLOQUEJANTS

ADRENÈRGICS.

Els resultats que acabem de descriure apuntàven vers

un caracter gairebé exclusivament alfa-adrenèrgic de l' ac t.uz+

ció de l'epinefrina sobre el metabolisme del glicogen als he­

patòcits. Si l'epinefrina modifiqués les activitats fosforila

sa i glicogen sintasa per una via independent de la seqüencia
adenil ciclasa-AMP cíclic-proteïna quinasa dependent implica­

ría l'existència de mecanismes d'acció hormonal glicogenolít�
ca al fetge diferents dels coneguts fins ara.

Per tal de determinar exactament la via sobre la

qual operava l'epinefrina per a modificar la fosforilasa i la

glicogen sint:asa hepàtiques,vàren ser plantejats i duts a teE

me uns experiments en els quals eren bloquejats selectivament ,

els receptors adrenèrgics de caràcter alfa o els de caràcter

li
:,
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beta abans d'introduir al medi la catecolamina.

3.3.2.1. Resposta de la glicogen sintasa i de la fosforilasa

a l'epinefrina en presència del bloquejant beta -

adrenèrgic propanolol.

El L-propanolol bloqueja els receptors adrenèrgics

del tipus beta evitant l'activació de l'adenil ciclasa i la

producció d'AMP cíclic derivades de l'estímul hormonal d'aquests

receptors (FIGURA 26) .

Hepatòcits isolats a partir de rates mantingudes en

dejuni durant les 24 hore� anteriors als experiments fóren in

cubats durant 10 minuts a 37o.C en presència de 2 x 10-5 M

DL-propanolol. Una altra sèrie d'hepatbcits obtinguts a partir

dels mateixos animals fóren incubats durant el mateix període

de temps, però en absència de propanolol. Seguidament a tots

ells, amb excepció d'uns controls, slels addicionà epinefrina

fins una concentració de 10-7 M i les incubacions es perllon­

garen durant diferents períodes de temps després dels quals

les cèl.lules eren homogeneïtzades i les activitats glicogen

sintasa i fosforilasa determinades.

La corba de temps-resposta de la fosforilas. a

l'epinefrina no era modificada pel propanolol de manera sign�

ficativa, (FIGURA 27). A partir d'una activitat basal que en

ambdós �asos era de 0,175 U de fosforilasa � per mg de pro­

teïna, es produia una activació que es feia màxima sempre en

tre el segon i el tercer minut d'incubació amb la catecolami­

na, assolint un valor que en els dos casos va ser de 0,270 U/mg

prot. aproximadament. El retorn a l'activitat basal també es

realitzava a la mateixa velocitat en les dues sèries de cèl­

lules. L'activitat fosforilasa a dels controls romanía unifor



FIGURA 27 EFECTE VEL BLOQUEJANT BETA-ADRENÈRGIC DL-PROPANOLOL SOBRE

L'ACCIÓ VE L'EPINEFRINA ALS HEPATÒCITS VE RATES VEJUNES.

H epMà cA;U pita c.e.de.VLt.ó de. «ates deju.nv.:, Mlte.n -lnc.u.ba.ú du.­

Itant 10 min� a 37 Oc en pltv.:,ènc.-la de DL-pltapanalal 2 x

10-5 M (.,A) a en ab�èn� de. DL-pltopanolol (.,0). Tot�!

gu.d tOu. add-luoMda. e.p-éVLe.nJt-lM 10-7 M (",e) a .6olu.u6 .6�

Una -l.6otòVlic.a. (A,O) -l l' ac.livUat 6M{jO�a. � {jou. mv.:,�

Ita.da al t)-éVLa.l de.l.6 peJÚodv.:, -lnd-lc.a.ú.

Lv.:, dade» �6n u pltom{_g ± D. E. de d0.6 expe.Jt-lme.nt.6 lteaUza.ú

en cüv.:, cü{je.Jtent.6.
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L'efecte de l'epinefrina sobre la glicogen sintasa,

estudiat en els mateixos experiments, tampoc no era modificat per

la incubació prèvia amb el bloquejant beta adrenèrgic (FIGURA

28) .

me al llarg de tot el període de l'experiment. No f6ren obser

vades diferèn�ies entre els valors basals d'una i altra sèrie

d'hepatòcits.

La relació d'activitats glicogen sintasa mesurades

en absència i en presència de glucosa 6-fosfat era disminuïda

per efecte de l'epinefrina fins un valor de 0,07 tant a les

cèl.lules tractades amb propanolol com a les no tractades.

Aquest valor mínim apareixia als 5 minuts d1incuba­

ció amb l'hormona i es mantenia fins els 10 minuts aproxima­

dament. La relació d'activitats a les cèl.lules control no

tractades ni amb propanolol ni amb epinefrina era de 0,17 i

es mantenia constant al llarg de l'experiment. El valor basal

d'aquesta relació en el cas dels controls tractats previament

amb propanolol era, però, sensiblement més baix que el dels

no tractats (relació d'activitats als controls amb propanolol:

0,13). Els experiments fets per valorar l'efecte del DL-propa­

nolol "per se" evidenciaven, efectivament, una inactivació

parcial de la glicogen sintasa que depenia del temps d'incuba

ció amb aquest producte (FIGURA 29) .

3.3.2.2. Resposta de la glicogen sintasa i de la fosforilasa

a l'epinefrina en presència de bloquejants alfa -

adrenèrgics.

La fenoxibenzamina i la fentolamina son dos produc­

tes que bloquejen l'acció de les catecolamines i compostos re
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FIGURA 28 EFECTE VEL BLOQUEJANT BETA-AVRENÈRGIC VL-PROPANOLOL SOBRE

L'ACCIÓ VE L'EPINEFRINA ALS HEPAT�CITS VE RATES VEJUNES.

11 - E 6e.a:e. .6 o bILe. .ta gUc.og e.n .6int.cua.

Le_).¡ c.ondicUonó e.x.peJuJne..� 66ILe.n .tu de. .ta F'¿gwr.a 27, m�

sunant: .t' ac;t¿vJ...,ta;t gUc.oge.n .6,¿n-ta.6a (- / + g.tuc.o.6a 6 - 60.6 6CLt) .

PILUnc.ubacUó de. 70 m,{n.uú .6e.nóe pILopan.o.to.t .6eguida d',¿n.c.u­

bacU6 amb ep,{_n.e6t¡_,{_n.a 10-7 (.), o amb .6orucU6 .6aUn.a ,{_J.Jo:tò­

Mc.a (o).

PILe,{_nc.ubacU6 de 10 m,{y!'uú amb VL-pILopan.o.to.t 2 x 10-5 M .6e­

guida d',{_n.c.ubacU6 amb e..p'¿n.e6t¡_,{_n.a 10-7 M (.A.), o de. .60.tucU6

.6 a.f.,{_n.a ,(_J.J o:tò Mc.a ¡ A ) •

Les dadu .6 6n. U pILO trU.g !:_ V. E. d e. do.6 e.x.peJuJne.n-t.6 ILeaU:tzm

en. d,¿u di6 e.tLe.n:t.6 .

L'amv,{_;ta;t gUc.oge.n s.intaso: :to:ta.e. (8,5 mU/mg pILot., + g.tuc.E_

.6a 6 - 60.6 6CLtJ e_).¡ man..te.n.-<-a cons tant: a.e. .e..tatLg dÜ.6 experumerd»:
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FIGURA 29 EFECTE VEL VL-PROPANOLOL SOBRE LA RELACIÓ V'ACTIVITATS

VE LA GLICOGEN SINTASA (-/+ GLUCOSA 6-FOSFAT) ALS HEPA­

TÒCITS AÏLLATS VE RATES VEJUNES.

Ve/.) ptLé6 de. 10 mtn.tdJ., de. ptLun.c.uba.u6 a. 37 oC, fe/.) c.U . .tu­

fe/.) 6ótLe.n. a.ddiuon.a.de/.) amb VL-ptLopa.n.ofof 2 x 10-5 M (e) o

amb .óofuUó .órun.a. .ú.>otòn.ic.a. (o). Le/.) '¿n.c.uba.uol1.ó e/.) pe_t¡_­

ilon.gaJl..e.n. W peJúode/.) de. te.mP.6 '¿n.MC.a:t6 ,¿ al Mn.al 60u me.

.6 unada f' a.c.tiv,[ta.t de. la. gUc.oge.n. .ó,[n.ta.6a..
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lacionats quan �questa acci6 està mediatitzada per receptors

alfa-adrenèrg�cs de la membrana cel.lular.

Hepatòcits procedents de rates mantingudes en deju­
ni durant 24 hores f6ren utilitzats per estudiar l'efecte que

la presència de la fenoxibenzamina, una haloalquilamina,exer­
cia sobre l'acci6 glicogenolítica de l'epinefrina. El planteig
dels experiments era el mateix que en el cas dels estudis amb

propanolol: tractament simultàni de dues sèries paral.1eles

d'hepatòcits una de les quals era incubada prèviament amb fe­

noxibenzamina (10-5 M) durant 10 minuts.

L'activaci6 de la fosforilasa causada per l'epine­

frina a una concentraci6 elevada (10-6 M) era gairebé inexis­

tent a les cèl.lules tractades amb el bloquejant (FIGURA 30).

L'activitat fosforilasa �, que havia assolit valors de 0,260

U/mg prot. a partir de basals de 0,170 U/mg prot. per efecte

de l'epinefrina a les cèl.lules normals, va arribar escassa­

ment a 0,190 U/mg prot. a les tractades amb fenoxibenzamina

en un efecte que desapareixia desprès de tres minuts d'incu­

baci6.

La relaci6 de les activitats glicogen sintasa mesu­

rades en absència i en presència de glucosa 6-fosfat, que per

efecte de l'epinefrina sola descendia de 0,20 a 0,08, coinci­

dia invariablement amb la de les cèl.lules control si el trac

tament dels hepatòcits amb epinefrina anava precedit pel de

fenoxibenzamina (FIGURA 31) .

El fenomen del bloqueig dels efectes de l'epinefri­

na sobre la fosforilasa i la glicogen sintasa per antagonis­

tes alfa-adrenèrgics va ser revisat també amb un altre produ�

te d'aquest tipusi la fentolamina, del grup de les imidazoli-

nes substituides en la posici6 2.
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H e.paj:òc.)M p!toc.e.de.nt.6 de !taXe-ó dejU.VLe-ó t)6!te.VL -LVLc.u.bru (ül-

!ta.nt 10 miVLu.:t6 a. 37 "C eVL p!te-óè.VLUa. de. ne.VLoJÚbeVLza.miVLa. 10-5 M

( -' ,
l:I ) o e.VL abs è.VLUa. d' aqu.e-ó t p!to ducte. (• �

o J. Tot:» egu.d -6 o u.

addicüonada e.pme6Jtina. 10-7 M (-',') o .6o.tu.c.i6 .6a.UVLa. Motò­

VLic.a. (Ll,O). Al 6-i_VLai de.f..6 peJÚode-ó -LVLdic.ru nOu. me-óu.Jta.da. .t'a.�

tivUaX n0.66o�a. !!:_.

Le..ó dades .66VL el p!tOmig :!:.. D. E. de dos e.xpe.Jtime.nt.6 !te.a.U.t.zru

e.VL die..ó di6 e.!te.nt.6 .

FIGURA 30 EFECTE DEL BLOQUEJANT ALFA-ADRENÈRGIC FENOXIBENZAMINA SO­

BRE L'ACCIÓ DE L'EPINEFRINA ALS HEPATuCITS DE RATES DEJU­

NES

l - Enede. soivu: l'a.c;U_vila..t. nO.6{)o!tila..óa. 0:_.

!.
:!
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FIGURE 31 EFECTE DEL BLOQUEJANT ALFA-ADRENÈRGIC FENOXIBENZAMINA SO­

BRE L'ACCIÓ DE L'EPINEFRINA ALS HEPATUCITS DE RATES DEJUNES.

I I - Etí e.c;te. .6 o bne. ..ta gUc..o 9 e.n. .6'¿n.tcL6 a

Lu c..o n.cU.c..io 11.6 e.x.p eJUme.1'l.ta...t.6 .6 6n. ..te..6 de. ..ta Fig W1.a 3 O, me. -

.6W1.aVL:t .t' ac;t,¿v� gUc..oge.n. sirdasa. e.n. ab.6 'èn.c..ia ,¿ e.n. pJte.­

.6'èn.c..ia de. g.tuc..o.6a 6-6o.6tíat.

Pf1.un.c..ubac..i6 de. 7 O min.uX.6 .6 e.11.6 e. tí eno x.ibe.n.zamin.a .6 e.guida d',¿!:!:_

c..ubac..ió amb e.p'¿n.e.tíf1.in.a 10-7 (el o amb .6o..tuc..i6 .6aün.a MO:tÒ­

Mc..a (o).

Pf1.un.c..ubac..ió de. 10 min.ut6 amtí tíe.n.ox.ibe.n.zamin.a 10- 5
M .6e.guida

d''¿n.c..ubac..ió amb e.p'¿n.e.tíf1.in.a 10-7 M (,,) o de. .6Ofuc..i6 .6aün.a

i.6o:ton.ic..a (6).

Les dades .66n. el pf1.omig + D. E. de dos ex.peJUmeVL:t.6 f1.e.aU:taz:t6

en. cU.e..6 cU. tí e.f1. eVL:t.6 •

L'ac;t,¿vi:tat gUc..ogen. .6,¿n.tcL6a :to:ta.t es maVL:te.n.ia c..OI1.6:taVL:t en.

el tJr..al1.6c..W1..6 dw ex.peJUmen.:t6, amb un. va.tOJt pJtomig de. 8,35

mU/mg pf1.o:t.
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A ?epatòcits isolats a partir de rates dejunes els

fou addicionad� fentolamina ( 3 x 10-4 M) i, al cap de 30 se-

.

-

. . -7
gons, ep í.rie frLna (lO M). La incubació es perllongà dos mi-

nuts i mig més al final dels quals les c�l.lules f6ren homo­

geneïtzades i les activitats glicogen sintasa i fosforilasa

determinades (FIGURA 32). La glicogen sintasa presentava un

estat d'activació no significativament diferent del d'hepatò­
cits control incubats sense epinefrina, tractats o no amb fen

tolamina.

En cèl.lules incubades amb epinefrina sola l'acti­

vitat fosforilasa � presentava un valor de 0,259 U/mg prot.,

notablement superior al de les cél.lules control (0,187 U/mg

prot.). La inclusió de fentolamina al medi 30 segons abans

de l'epinefrina evitava també l'activació de la fosforilasa

per l'hormona.

,

3.3.3. RESPOSTA A LA FENILEFRINA, UN AGONISTA ALFA-ADRENER

GIC.

La fenilefrina és un agent ben conegut pel seu ca­

ràctp.r d'agonista adren�rgic que selectivament interactua amb

receptors del tipus alfa.

La seva acció sobre els receptors beta-adren�rgics

dels hepatòcits era aparentment nul.la (FIGURA 26). La pre­

sència en el medi d'incubació d'una concentraci6 relativament

alta (10-5 M) de fenilefrina no produïa canvis ni en el nivell

intracel.lular d'AMP cíclic ni en l'estat de la proteïna qui­

nasa dependent d'AMP cíclic.

Utilitzant aquest efector com a inductor prototípic

de fenomens mediatitzats per receptors alfa-adren�rgics, fou
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FIGURA 32 EFECTE VEL BLOQUEJANT ALFA-AVRENÈRGIC FENTOLAMINA SOBRE

LA MOVIFICACIU VE L'ACTIVITAT VE LA GLICOGEN SINTASA l VE

LA FOSFORILASA CAUSAVA PER L'EPINEFRINA.

He.pa-t:òc.JM de. nate: de.junu ¡)6ne.VL pne.inc.uba.-t..ò dWta.M 10

mi.nu;t}.¡ a 37 "C. Al Mnal d'aquut peJú.ode., a algUVL-6 d'eLtó

e.ló 60u a6e.gida 6e.VLtolamina 3 x 70-4 M. 30 óe.gOn6 m� tand

66ne.n adcüc.i..o� amb e.p'¿ne.6JÚVLa 10-7 M i Les ac.üv�

de. ..ta glic.oge.n óiVLtMa i de. ..ta 6M6o�a al c.ap de. 150 mi.

nu;t}.¡ 66ne.n c.ompMadu amb iu dm eontnot» ru q� no ha.

via utat a6e.gida hOlLmona.

C: c.oVLtnoi (MLóaUna �otòMc.a)

E: Ep'¿ne.6nina 10-7 M

F: Fe.VLtoiamina 3 x 10-4 M ( + óo..t.óalina �otòMc.a)

FE: Fe.Mo..tamina. 3 x 70-4 M + e.pine.6una 10-7 M
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completat l�estudi de les modificacions que per aquesta via

es podien pro�uïr sobre les activitats fosforilasa i glico­
gen sintasa.

3.3.3.1. Efecte sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa

d'hepatòcits aïllats a partir d'animals en dejuni.

La fenilefrina era totalment efectiva com a inacti­

vador de la glicogen sintasa i activador de la fosforilasa

als hepatòcits isolats de rates mantingudes en dejuni durant

les 24 hores prêvies als experimerits.

d'activitats,

es mantenia a

centracions de

que en els controls no

0,20, descendia fins a

-5
l'efector de 10 M o

tractats amb fenilefrina

0,08 per efecte de con­

superiors. A aquestes

A la FIGURA 33 s'expressa la relació temps-resposta

del cocient d'activitats de la glicogen sintasa. Fóren assaj�
des diverses concentracions de l'efector. El valor del cocient

concentracions l'efecte màxim era assolit als 5 minuts d'incu

bació i es mantenia almenys fins els 10 minuts. Una concentra

-7 -7
ció de 3 x 10 M encara produïa un efecte clar, però 10 M

ja era aparentment inefectiva-

L'efecte de la fenilefrina sobre la fosforilasa

(FIGURA 34) també era similar al causat per l'epinefrina.

L'activitat fosforilasa a era ràpidament elevada des del va­

lor basal de 0,165 U/mg prot. fins 0,290 U/mg prot. per feni­

lefrina 10-5 M. La màxima activitat fosforilasa � apareixia

als dos minuts d'incubació i a partir d'aquest moment començ�

va a davallar.
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FIGURA 33 ACCIÓ DE LA FENILEFRINA SOBRE HEPATuCITS PROCEDENTS DE RA­

TES DEJUNES

I - Et)e.c.x:e. soiv:« l' a.c:tf._vila;t glicoge.n s.intasa:

He.pa):òC-il.6 pILoc.e.de.nt6 de. tw;tu ma.n:ti.ngude..ó e.n de.juni dunani:

le..ó 2.4 hOILu PILè.vie..ó a.a e.xpe.lLime.nt6 66Jr.e.n pJr.uncubaX.ó 10

rn{_nuM a. 37 "C. i tot .óe.guit addcc.ioniu» amb Ees .óe.güe.n:tI.J

conce.n:tJr.a.uonI.J de. tíe.nile.tílLina.: I
(.) t)e.nile.tílLina. 10-4 M, (.) 10-5 M, (o) 3 x 10-6 M, (À) 10-6 M,

(À) 3 x 10-7 M, (Y) 10-7 M

(o) .óol . .óa.tina. �otònic.a. (c.on:tILol)

Lu a.rnvi:ta.:tI.J glic.oge.n .óin:ta.óa e.n ab.ó è.nUa i e.n pILe..ó è.nUa

de. glucO.óa. 6-60.ótía:t tí6ILe.n dex.eJlJrL{_nade..ó al tí-i_nal dw peJúQ_

du incU.c.a.:C.ó.

Le.s dades .ó6n U PILoYlU.g ::_ D. E. de. dOl.J (e,., t. ), de. ouatne.

(o) o de. vuit e.xpe.lLime.nt6 (À,ol ILe.a.tUZa.:C.ó e.n diu di6e.Jr.e.n:tI.J.
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·i

FIGURA 34 ACCIÓ VE LA FENILEFRINA SOBRE HEPATbcITS PROCEVENTS VE

RATES VEJUNES

11 - Eúecte �ob�e l'a�vitat 6o�6o�a �

L� c.oncJ.,[uoYlJ.J expeJ1.,Únen.:t.al.ó 66�en l� d�CJ1.d:_� a la Fi­

gU!1.a 33, m�U!1.an;t l'a�vitat 6o�6o�a a.

(e) 6enae6�na 70-5 M, (.) 3 x 10-6 M, (A) 10-6 M

(o) �oluu6 �aUna �o.tònic.a (c.o�ol)
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3.3.3.2. Ef�ctes sobre hepatòcits de rates alimentades.

La fenilefrina tenia igualment capacitat per incre­

mentar l'activitat fosforilasa a als hepatòcits de rates ali­

mentades (FIGURA 35). L'efecte de la concentració 10-5 M de

l'efector sobre l'enzim era equivalent a l'observat en el cas

dels hepatòcits de rates dejunes.

L'activitat glicogen sintasa independent, als hepa­
tòcits que eren isolats unes poques hores després que els ani

mals efectuessin l'ingesta principal, no era disminuïble per

la fenilefrina, ans al contrari, i de manera idèntica al que

succeia amb l'epinefrina, l'addició de l'efector al medi d'in

cubació produia un lleuger increment de l'activitat enzimàti­

ca durant els primers minuts per retornar tot seguit al valor

de les cèl.lules incubades sense fenilefrina (FIGURA 35) .

;

3.3.4. ASINCRONIA ENTRE LA ÍNACTIVACIO DE LA GLICOGEN SINTA-
;

SA l L1'ACTIVACIO DE LA FOSFORILASA PER EPINEFRINA l

FENILEFRINA.

L'activació de la fosforilasa i la inactivació de

la glicogen sintasa, ambdues resultants de la presència

d1epinefrina o de fenilefrina al medi que contenia els hepatò­

cits, no es produïen de manera totalment sincrònica. Els can­

vis de l'activitat fosforilasa precedien sistemàticament als

canvis corresponents a l'activitat glicogen sintasa, tant pel

que feia a llur iniciació, com a l'assoliment de llur valor

màxim i, finalment, a llur reversió total.

Aquest fenomen es presenta, pel cas de l'epinefrina,

racionalitzat gràficament a la FIGURA 36, on "inactivació de

la glicogen sintasa independent" equival numèricament al co-



FIGURA 35 ACCIÓ VE LA FENILEFRINA SOBRE HEPATÒCITS PROCEVENTS VE

RATES ALIMENTAVES NORMALMENT.

Eúec):e sobs« .ta gUc.ogen .ó�a ,¿ la 60.ó6o�a.

Ve.ópl1.M d'UYl.a pl1.eú1.c.ubau6 de 10 mi.nCLt6 a 31°C, el!.> hepa­

:tòcf.;t6 úÓl1.en addcaconat» amb 6en.il.e6.f1.,{_na 10- 5 M (.) o amb

.óofuUó .óaUna ..wo:tòvu:.c.a (o) i .tu Incubaecons e.ó pel1.Uon­

gal1.en W peJÚ.odu de :te.mp.ó '¿nd,{.c.aM.

Al neouadn« superu.on: U l1.epl1.u en:ta la l1.elau6 d' ac.;t,¿vi:ta:t.6

( - / + gfuc.o.óa 6- 60.6 na:t) de La gUc.ogen s.oüasa en aquesre»

c.U . .tu.tu al Mnal de .ta '¿nc.ubau6 amb 6en.il.e6.f1.,{_na. A .t I in

6e.f1.,{_0l1., .t'ac.;t,¿vi:ta:t 6o.óno�a �.
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FIGURA 36 REPRESENTACIÓ GRÀFICA VE L'ASINCRONIA ENTRE ELS EFECTES

VE L'EPINEFRINA SOBRE LA FOSFORILASA l SOBRE LA GLICOGEN

SINTASA

ER.. fie.nome.n v.,.tà. JLe.pJLv., entat .6 egol'L6 qu.e .6' -i.nc:lic.a en eR..

texte:

(.) ep-i.ne6JL-i.na 10-5 M, (o) 10-6 M, (A) 6 X 10-8 M, (�) 10-8 M

(o) c.on.:tJLoR..
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cient (valor basal/valor amb hormona) i "activació de la fos­

folisa �", aT cocient (valor amb hormona/valor basal). Tret

de quan l'actuació es trobava en el temps ° o de quan els efe�
tes de l'hormona ja havien finalitzat, la relació "inactivació

sintasa/activació fosforilasa" prenia el valor d'l,O únicament

en un moment concret de l'actuació hormonal. El per10de d'ac­

tuació restava aixi dividit en dues estapes. A la primera,que
era la compresa entre el temps ° i el d'equivalència d'efectes

(valor l,O), hi prevalia l'activació de la fosforilasa i la ra

cionalització "inactivació sintasa/activació fosforilasa" pre­

nia valors inferiors a la unitat. A la segona succeia la inve�
sa: hi prevalia l'·activabió de la glicogen sintasa i la rela­

ció es feia superior a l,O. Aquesta segona etèpa es mantenia

fins al final de l'actuació hormonal.

Hepatbcits procedents de rate� mantingudes en dejuni

les 24 hores prèvies a l'experiment fóren addicionats amb di-

La mateixa racionalització aplicada a diferents cOE

centracions de fenilefrina donava lloc a una expressió gràfi­

ca equivalent (FIGURA 37) .

3.3.5. EFECTE COMBINAT DE LA FENILEFRINA, EL GLUCAGÓ l EL DI­

BUTIRIL AMP CíCLIC SOBRE LA FOSFORILASA l LA GLICOGEN

SINTASA.

A fi d'aclarir quina era la màxima activació que la

fosforilasa de les cèl.lules del parènquima hepàtic podia exp�

rimentar per efecte dels agents glicogenolítics assajats en

les nostres condiciones de treball, fóren duts a terme uns

experiments en els quals s'estudià l'acció combinada d'aquests

agents, en especial la dels que presumiblement exercien llurs

efectes a través de mecanismes diferents.
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FIGURA 37 REPRESENTACIÓ GRÀFICA VE L I ASINCRONIA ENTRE ELS EFECTES VE

LA FENILERINA SOBRE LA FOSFORILASA l LA GLICOGEN SINTASA.

Et 6en.omen. e-ó.tà. JtepJte6en.ta:t .6egon6 qu.e. .6 I ,,[n.cüc.a. en. et :te.x:te.

¡ e) 6elU1.e6Jt-Ln.a. 10-5 M, ¡ .. ) 3 x 10-6 M, (.1) 10-6 M

(o) c.on.:tJto.t
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butiril AMP �íclic a una concentraci6 de 3 x 10-5 M. Aquesta
concentraci6 e�a la que produïa el màxim efecte sobre la fos

forilasa (FIGURA 21), superior a l'efecte corresponent a qual
sevol dels altres agents assajats. Els vials que contenien h�
patòcits en incubació amb dibutiril AMP cíclic fóren dividits

en quatre sèries. Als cinc minuts d'incubació, la primera sè­

rie de vials fou addicionada amb una concentraci6 màximament

efectiva de fenilefrina (10-5 M) i les incubacions d'aquests
vials es perllongaren durant uns determinats períodes de temps.
La segona i tercera sèries fóren

amb una concentració saturant de

una segona dosi de dibutiril AMP

addicionades, respectivament,
-7

glucagó ( 2 x 10 M) i amb

cíclic 3 x 10-5 M i sotmeses

també a diferents temps d'incubació. Finalment, la quarta sè­

rie no sofrí cap nova addició i jugà el paper de control inc�
bat solament amb la concentració inicial de dibutiril AMP cí­

clic.

La FIGURA 38 mostra els efectes que les anteriors

addicions tingueren sobre l'activitat fosforilasa a dels he­

patòcits. Als cinc minuts d'incubació amb dibutiril ANP cíclic

sol, l'activitat ja havia assolit el valor màxim per a aquest

agent. Una addició de més dibutiril AMP cíclic en aquest mo­

ment no produïa increments majors. Les addicions de fenilefri

na o de glucagó tampoc causaven increments sobre l'activitat

present a les cèl.lules tractades amb la dosi única de dibuti­

ril AMP cíclic.

Es volia saber, igualment, quína era la màxima inac

tivació que la glicogen sintasa d'aquestes cèl.lules podia

presentar a conseqüencia dels tractaments esmentats. Als ma­

teixos experiments fou determinada la relació d'activitats

glicogen sintasa independent i dependent de glucosa 6-fosfat.

El fenomen observat va ser, essencialment, el mateix que amb

l'activitat fosforilasa a. El canvi màxim d'activitat, assolit
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als cinc minuts d'incubació amb dibutiril AMP cíclic (FIGURA

39), no era augmentat per cap de les addicions realitzades en

aquest punt.
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FIGURA 38 EFECTE COMBINAT VEL VIBUTIRIL AMP cíCLIC, EL GLUCAGÓ l LA

FENILEFRINA SOBRE LA FOSFORILASA V'HEPATÒCITS PROCEVENTS

VE RATES VEJUNES.

La 6le;txa assenqaia et pUM e.n et quaR.. a leA c.U. lufu .{_�

c.ubadu amb d..[b� AMP úc.Uc. 3 x 10-5 M (o) w 60u

add..[c_.{_onat gluc.agó 2 x 10-7 M (.) 6e.n..[fe.6n..¿na 10-5 M (A)

a una -ó e.g ona dos.: de. d..[b� AMP úc.Uc. 3 x 10- 5 M (.).
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FIGURA 39 EFECTE COMBINAT VELVIBUTIRILAMP CÍCLIC, EL GLUCAGÓ l LA

FENILEFRINA SOBRE LA RELACIÓ V'ACTIVITATS (-j+ GLUCOSA 6-

FOSFAT) VE LA GLICOGEN SINTASA ALS HEPATÒCITS VE RATES VE

JUNES.

LM C.On.cUUOIÚ d'e;.,peJWne.nt.au6 i t.es addiuolÚ d'e.-6e.c..toM

gUc.o9 e.n.o.üliC6 -66h.e.n. .te;., ma;(;UXM que. .te;., in.dic.adM a .ta

FigUh.a 38.
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3,4, ACCIONS DE LA INSULINA EN HEPATÒCITS EN ABSENCIA DE GLU­

COSA,

L'estudi dels efectes de la insulina sobre hepatò­

cits aïllats fou dut a terme amb cèl.lules procedents d'ani­

mals mantinguts en dejuni durant les 24 hores prèvies als

experiments. Aquestes cèl.lules, que no contenien glicogen

precipitable amb etanol del 66%, eren incubades sempre en un

medi que no contenia glucosa (veure secció 2.3.) ni cap altra

substància nutritiva.

3.4.1. EFECTE DE LA INSULINA SOBRE LA GLICOGEN SINTASA l LA

FOSFORILASA.

La incubació dels hepatòcits durant 20 minuts amb

insulina a una concentració 10-8 M que per altres efectes de

l'hormona era saturant, no produïa cap alteració observable

sobre l'activitat glicogen sintasa independent de glucosa 6-

fosfat (FIGURA 40) ni en l'activitat dependent. L'activitat

fosforilasa a també es mantenia invariable sota aquest tracta

ment amb insulina (FIGUr� 40) .
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Les c..U.lLú'.e.ó 66!Le.11 il1c..ubade.ó 10 mil1utó a 37 Oc aban..ó d'a-

6 e.giIL - hi in..ó uLi.l1a 10- 8 M (.l o .6 owu6 .6aL[l1a i.6 otòl'lic..a (o)

i de. me.óUILM .te.ó ac..üvitat.6 e.l1zimWque.ó al tíil1a.t dw pe.­

JÚode.ó il1dic..at.6.

FIGURA 40 ACCIÓ VE LA INSULINA SOBRE LES ACTIVITATS VE LA GLICOGEN

SINTASA l VE LA FOSFORILASA V'HEPATÒCITS ISOLATS A PARTIR

VE RATES VEJUNES
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3.4.2. DISM�NUCIÓ DE LA RESPOSTA DELS HEPATÒCITS AL GLUCAGÓ
PER LA.INSULINA.

�

Malgrat la seva aparent inefectivitat sobre les acti

vitats glicogen sintasa i fosforilasa en absència de glucosa,
la insulina era capaç de limitar els efectes del glucagó sobre

els hepatòcits en aquestes condicions.

3.4.2.1. Limitació de l'efecte del glucagó sobre la glicogen
sintasa i la fosforilasa.

Després d'una preincubació dels hepatòcits que dur�
va 10 minuts i que es feia en absència d'insulina, el glucagó

a una concentració de 3 x 10-10 M, produïa un marcat descens

de l'activitat glicogen sintasa independent (FIGURA 41). Al

tercer minut d'incubació amb glucagó la inactivació era màxi­

ma. L'activitat glicogen sintasa inicial (0,26 -/+ glucosa

6-fosfat) havia estat disminuïda en un 40% aproximadament.

Als 10 minuts d'incubació l'activitat havia retornat gairebé

al valor inicial.

La resposta a la mateixa concentració de glucagó en

cèl.lules que des del per iode de preincubació havien estat en

presència d'insulina 8 x 10-9 M. era significativament menor

que la de les cèl.lules no tractades amb insulina. A les incu

bades amb aquestè hormona l'efecte del glucagó començava a de

saparèixer a partir del segon minut d'incubació, després d'ha­

ver-se produït un màxim descens d'activitat del 25% respecte

del valor inicial.

Als mateixos experiments fou seguida l'evolució de

la fosforilasa. L'activitat basal de la forma a_ de l'enzim

era 0,170 U/mg prot. Per efecte de l'esmentada concentració



212

FIGURA 41 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE LA INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN

SINTASA PER GLUCAGÓ.

He.pa;tòc.MJ.¡ de. !1..aX.ell de.jun.ell M!1..e.n. p!1..un.c.uba:t6 dU!1..an;t 10

min.utlJ amb ilÚuLLna 8 x 10-9 M (.¡ o amb .óo1!..uc.ió .óalina

i.óo.:tòn.ic.a (o). To.:t .óe.guU eL6 60u adcUc.ion.aX. g1!..uc.agó 3 x

10-10 M i 1!..ell in.c.ubac.ioYl..ó ell peJzLtOn.gMe.n. e.l!...ó peJÚodell de.

.:temp.ó in.cUc.a:t6. Fin.al!..me.n;t 60u melluMda 1!..' ac.tivi.:ta;t gUc.o-

9 e.n. .ó in;taJ.:, a •

L'ac.tivi.:ta;t gUc.oge.n. .óin;ta.óa .:total!.. (5,85 mU/mg p!1..ot.,

+ g1!..uc.o.óa 6-6o.ó6a;t) n.o va .óe.!1.. mocU6ic.ada .óign.i6ic.a.tiva­

me.n;t e.n. c.ap c.on.cUc.ió.

Lell dades .6ón. et p!1..omig !:_ V. E. de. oces e.xpe.!1..ime.n.:t..6 !1..e.aU.:t

za:t6 e.n. cUell cU6 e.!1..e.n.:t..6 •
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de glucagó aquest valor s'incrementava ràpidament fins 0,285

U/mg prot. (FIG.UR1'. 42), i començava a disminuir a partir del

segon minut d'incubaci6. Quan el glucagó era afegit a cê1.1u­

les que previament havien estat tractades amb insulina, l'am­

plitud del seu efecte sobre l'activitat fosforilasa a era

aproximadament la meitat de l'observat amb glucagó sol. El r�
torn de l'activitat enzimàtica al valor original era, però,

poc modificada per la insulina.

L'efecte de la insulina era dosi-dependent. Els he­

patòcits fóren incubats amb diverses concentracions d'insuli­

na durant 10 minuts. Al final d'aquest temps els fou afegit

glucagó (3 x 10-10 M) i les incubacions seguíren aquells pe­

ríodes que, a la sèrie d'experiments anterior, havien presen­

tat les majors diferències entre les activitats de les cèl.lu

les tractades amb insulina i les no tractades. Aquests períodes
eren de tres minuts quan era estudiat l'efecte sobre la glico­

gen sintasa i d'un minut i mig quan ho era el de la fosforila­

sa. La FIGURA 43 mostra la dosi-dependència de la insulina con

trarrestant els efectes del glucagó.

Pel que feia a la glicogen sintasa, mentre la con­

centració més baixa d'insulina a la qual s'observava un efec­

te era 10-9 M, una concentració de 10-7 M abolia gairebé del

tot l'acció del glucagó sobre aquesta actividad enzimàtica. A

una concentració de 3 x lO-10M, la insulina ja mostrava efecte

sobre la fosforilasa activada pel glucagó.L'efecte de la insu­

lina era maxim a una concentració de 3 x 10-9 M.

L'acció de la insulina també depenía del temps que

els hepatòcits havien estat en contacte amb ella abans de

ser-los-hi addicionat el glucagó. En uns experiments prelimi­

narE per estudiar les condicions experimentals òptimes fou

observat que per produir una maxima disminució de l'efecte del
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FIGURA 42 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE L'ACTIVACIÓ VE LA FOSFORILASA

PER GLUCAGÓ.

L ell ccncüuo nJ.:¡ e.xpeJU.me.n;l:a_L6 6 ó.tz.e.n .tell mMUXell que. .tell de.

.ta F.{_g UM 4 7, m ell unani: .t' ac;t{_v.{;ta;t_ 6os noJtJ..i..a/.:, a � al fi.{_nal

de. .ta .{_nc.ubau6 amb g.tuc.agó.
¡ .) p.tz.unc.ubau6 amb ins uUna 8 X 7 0-9 M

¡ o) p.tz.unc.ubau6 amb .6o.tuuó .6aUna -i..6otòMc.a

L'ac.t.{_v-i.tat n0.6n0.tz.-i..ta.6a � d'he.patòc.it.6 c.ont.tz.o.t .{_nc.ubat.6 .6e.n

.6e. g.tuc.agó ell man;l:e.Ma consiaw: du.tz.an;l: e..t peJú.ode. dw e.xpe.

.tz..{_m e.YLt.6 •

Les dades .66n e..t p.tz.om(g :_ E. E. de. Unc. e.xpeJU.me.YLt.6 .tz.e.a.tdzat.6

e.n d.{_ell d.{_n e..tz.e.YLt.6 •
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FIGURA 43 RELACIÓ VOSI-RESPOSTA VE L'EFECTE VE LA INSULINA SOBRE LA

INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN SINTASA l L'ACTIVACI6 VE LA

FOSFORILASA CAUSAVES PEL GLUCAGÓ

Hepa;(:òcM:J., -Úlo.ta:t6 a pCVLÜJ1. de nates dejunu 66Jten. in.c..u..­

bat» dunant: 10 mouüs amb Ees iionaentnaccons in.cüc.adu

d' b!f.>u..Un.a. Tot .6egu..il W 60u.. adcüc..ion.at g.tu..c.ag6 3 x

1 0- 10M. Fin.alment 66Jten de.:te.Jtminadu .tu ac..:tivil.a:t6 de

.ta gUc.ogen .6inta.6a l i de .ta 60.6 60Jtila.6a � ai.. c.ap de 3

i de 1,5 minut!.J d' in.c.u..bac..i6 amb g.tu..c.ag6 Jtupec..:tivamen:t.
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glucag6 per _la insulina era necessària una preincubaci6

d'aproxima?ament 10 minuts amb aquesta hormona, període que

posteriorment fou aplicat als experiments acabats de descriu

re.

3.4.2.2. Limitaci6 de l'increment del contingut intracel.lu

lar d" AMP cíclic causat pel glucag6.

Una de les possibilitats d'interferència de la insu

lina amb l'acci6 del glucag6 era al nivell de la formaci6

d'AMP cíclic.

Els efectes del glucag6 a la concentraci6 de

3 x lO-10M, sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa cursa

ven amb una elevaci6, breu però significativa, del contingut

intracel.lular d'AMP cíclic. (FIGURA 44). El valor basal de
6

concentraci6 del nucleòtid era 2,1 ± 0,1 pmols/lO cèl.lules.

Aquest valor es trobava triplicat al cap d'un minut d'incuba

ci6 amb l'hormona, moment a partir del qual descendía per

assolir de nou la concentraci6 inicial al tercer minut d'incu

baci6. A les cèl.lules tractades 10 minuts amb insulina 8XI0�9
M, l'elevaci6 d'AMP que hi produïa el glucagó era aproximada­

ment la meïtat de la que produïa a les no tractades.

L'efecte de la insulina sobre l'increment de llAMP

cíclic intracel.lular causat pel glucagó també era observable

a concentracions més elevades de la segona hormona. Una con­

centració de 10-9 M de glucagó produïa una elevaci6 fins a

6,8 pmols/l06 cél.lules en hepatòcits que presentaven una cOE

centració basal de 1,7 pmols d'AMP cíclic/I06 cèl.lules (FIG�

RA 45). L'efecte era encara significatiu (4,0 pmols/l06 cèl­

lules) als tres minuts d'incubació.
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FIGURA 44 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE L'INCREMENT d' M1P CíCLIC INTRA
�

CEL.LULAR CAUSAT PEL GLUCAGO.

Le/., c.onMuon..ó expeJL.únent.a.i1J MJten te/., ma-te.ixe/., qu.e te/., d�
c.Jl.,.é;te/., a ta F-i.gu.Jta 41, me/.,u.JtanX U c.onX-i.ngu.:t -i.n-tJtac.d.tu..e.aJt

d'AMP c.I.c.Uc. al Mnal de ta -i.nc.u.bauó amb gtu.c.agó.

(.) pJte.inc.u.bau6 amb -i.yU¡ u.Una g x 1 0-9 M

(o) pJte.inc.u.bau6 amb .6otu.u6 .6aUna -i..6otòn-i.c.a.

No MJten oosesvade: vM-i.auon..ó du c.onX-i.ngu.:t d'AMP úc.Uc. a

c.è1... tu..e.e/., c.o n-tJtot -i.nc.u.bade/., .6 en..ó e honmo ne/., •
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FIGURA 45 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE L'INCREMENT V'AMP CíCLIC IN­

TRACEL.LULAR CAUSAT PEL GLUCAGÓ.

A he.patò� de. Jta;te.,6 de.jUYl.eó in.c.u.b!ÚJ.l dUJta.n.t 10 mtn.u.tI.l amb

irl!.lrun.a 10-8 M I.¡ o amb !.lo.tu.c.ió .6cU:.in.a. -Wo:tòf1ic.a. (o) W

bOu. a.ddic.ion.at g.tu.c.a.gó 10-9 M.

Leó in.c.u.ba.c.iof1.6 eó pe..ttUon.gaJl.e.n. W peJúodeó de. te.mP.6 in.di

C.W i bino.lme.nt bOu. a.n.a.Utza.:t U c.on;U_n.gu.:t in:ta.c.u . .tu..ta.Jt

d ' AMP c.i.ilic. .

CU..lu..teó co n.tJto.t in.c.u.ba.deó .6 e.f1.6 e. hoiuto n.eó n.o pJteó e.n.ta.ve.n

va/üaeion» .6igf1iMc.a.:tiveó d'AMP úilic..
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A les cèl.lules tractades previ ament amb 10-8 M in­

sulina el �lucagó hi produïa una elevació de la concentració

d'AMP cíclic fins, com a màxim, 3,8 pmols/l06 cèl.lules. En

aquest cas l'efecte del glucagó estava pràcticament revertit

al tercer minut.

,

3.4.3. DISMINUCIO DE LA RESPOSTA DELS HEPATOCITS A ESTIMULS
,

ALFA ADRENERGICS.

La fenilefrina, que tal com hem esmentat c.nterior­

ment és un agonista alfa adrenèrgic pur, i l'epinefrina, sola

o en presència de bloquejants beta-adrenèrgics, s'havien mos­

trat completament efectives com a agents inactivadors de la

glicogen sintasa i activadors de la fosforilasa (apartat 3.4.).

A continuació són descrits els efectes que el tractament dels

hepatòcits amb insulina exercia sobre aquestes accions de la

fenilefrina i de l'epiriefrina.

3.4.3.1. Efecte sobre la inactivació de la glicogen sintasa

i l'activació de la fosforilasa per fenilefrina.

La insulina contrarrestava els efectes de la fenile­

frina sobre les activitats glicogen sintasa independent i fos­

forilasa a. Tal com ha estat descrit abans, als hepatòcits

aïllats a partir de rates dejunes la incubació amb fenilefrina

hi provocava un ràpid descens de l'activitat glicogen sintasa

independent (FIGURA 46). A partir d'un valor inicial de 0,20

en la relació d'activitats -/+ glucosa 6-fosfat, s'arrivaba a

un valor mínim de 0,10 quan les cèl.lules eren incubades amb

10-6 M fenilefrina. L'efecte d'aquest agent sobre la glicogen

sintasa era significatiu fins els 16-20 minuts, en que la re­

lació d'activitats es feia igual al valor inicial.
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He.pa;tòcit6 de. JtaX_U de.june/.) tíóJte.n encubar» 7 O mouüs amb i.!!_
.6 u1.J.na 1 0- 8 M ( .) o amb .6 oluc.i.6 .6 a..U.na i..6 otò ni.c.a ( o). Tot .6 e.

gud W tÍou addi.c.i.ona.da tÍe.nile.tÍuna 70-6 M J.. ..tu i.nc.uba­

c.i.On.6 u pe..JtU.ongaJte.n e.l.6 peJÚodu de. te.mp.6 i.ndi.c.a.t.6.

Fi.na1Jne.n.t tÍou muuJtada l'ac;U_v.,{;ta;t de. la gUc.oge.n .6J..n;ta.6a

e.n ab.6ènc.J..a J.. e.n pJtuènc.i.a de gluc.o.6a 6-6o.66aX_.

L'a.c.;tivi..taX_ gUc.ogen .6.{n.ta.6a toM (7, 65 � 0,24 mU/mg pJr.ot.,

+ gluc.o.6a 6- tÍ0.6 nat) no vtuu.avo: .6i.gni.bi_c.a.t.{vamen.t en c.ap de

lu c.ondi.c.i.on.6 d' a.6.6cúg.

Le.s dades .6 6n el pJtorlÚg � V. E. de;(AU ex.pet¡j_men.t.ó.

FIGURA 46 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE LA INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN

SINTASA PER FENILERINA
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Si �es cèl.lules havien estat sotmeses prèviament a

un tractamept d'incubació amb insulina 10-8 M durant 10 minuts,
l'efecte de la fenilefrina sobre la glicogen sintasa era menor

que en absència d'insulina. El màxim descens en la relació

d'activitats de la sintasa causat per fenilefrina 10-6 M en

les cèl.lules tractades amb insulina arribava a un valor- de

0,14. L'efecte de l'agonista alfa-adrenèrgic estava totalment

superat als 12 minuts d'incubació dels hepatòcits en presència
d'insulinà.

L'activació de la fosforilasa per una concentració

de 2 x 10-6 M de fenilefrina significava el pas d'una activi­

tat basal de la forma a de 0,160 U/mg prot. a un valor màxim

de 0,230 U/mg prot. que apareixia als 2 minuts d'incubació

d'hepatòcits normals amb l'efector (FIGURA 47). A partir del

tercer minut l'activació descendia i als 10 minuts d'incuba­

ció solament era residual.

La resposta de la fosforilasa a a la mateixa concen

tració de fenilefrina en cèl.lules que havien rebut un tracta

-8
-

ment previ de preincubació amb insulina 10 M durant 10 mi-

nuts, era sensiblement més débil que la corresponent a cèl.l�
les preincubades sense insulina. Partint d'un valor basal d'ac

tivitat fosforilasa a idèntic al d'aquestes: l'activació caus�

da per la fenilefrina en les cèl.lules incubades amb insulina

prenia uns valors màxims al voltant de 0,200 U/mg prot. que

descenòien tornant al valor inicial abans dels 10 minuts d'in­

cubació.

A la FIGURA 48 estan expressades les corbes de dosi­

dependència dels efectes de la insulina sobre la inactivació

de la glicogen sintasa i l'activació de la fosforilasa per la

fenilefrina. La corba corresponent a l'efecte sobre la glico­

gen sintasa està obtinguda a partir de les activitats que pre-



222

FIGUkA 47 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE L'ACTIVACIÓ VE LA FOSFORILASA

PER FENILEFRINA.

Le...6 c.oncL¿uoVLó e.xpeJUme.n:tW 66fLe.n lell dellc.JLile...6 a la Figu

fLa 47, mesunasv; l' ac;t¿vüa;t no}.;{)o�a � al fl,{_nal de. la

inc.ubauó amb {)e.nile.{)fLina la c.onc.e.n:tfLauó de. la qual e.fLa

2 x 10-6 M.

( • ) pfLunc.ubauó amb iVLó uLi.na 7 0-8 M

(O) pfLunc.ubau6 amb }.;oluUó }.;aUna i}.;o;tòMc.a

L'ac;t¿vitat {)O}.;no!LilMa � d' he.patòU;t}.; c.on:tfLolinc.ubat-6 }.;e.n

}.; e. hOfLmone...6 no vafLiava dUfLan:t el peJÚ.ode. dw e.xpeJUme.nú.

Le...6 dades }.;ón el pfLOrrú.g :!:_ E. E. de. quatfLe. e.xpeJUme.nú.
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FIGURA 48 RELACIÓ VOSI-RESPOSTA VE L'EFECTE VE LA INSULINA SOBRE

LA INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN SINTASA l L'ACTIVACIÓ VE

LA FOSFORILASA CAUSAVES PER LA FENILEFRINA.

Hepatòc.AM AAO.tat6 a pevr;tú¡_ de ILa;te./.:, de.june» MILen Lncubar»

dUILant 10 I1linu.t.6 amb Les c.onc.enbl.aUon.6 d' "¿n.6uüna "¿ncUc.a­

des, Le./.:, "¿nc.ubaUon.6 es pelLllonga.ILen 5 rrU.nu.v., mé6 en pILe./.:, è!!:_
cio. de 6enilet)'lL-ina 10-6 M (e6ec..te .6obILe la gUc.ogen .6.,¿nta.6a) ,

o 2 I1linu.t.6 mé6 amb 6erUi.e6lL-ina 2 x 10-6 M (etÍec..te .6obILe la

60.6 t)'olLila.6a) •

Le./.:, dades .6Ón el pILol1lig de dos expeJúment.6 ILeai.J.;:tzaX.6 en -

cüe./.:, cU6e1Lent.6.
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sentaven els hepatbcits desprès d'un tractament òe 5 minuts

amb fenilefrina a una concentració de 10-6 M quan prèviament
havien estat incubats amb concentracions creixents d'insulina.

La concentració d'insulina més baixa amb un efecte clar sobre

la glicogen sintasa inactivada per la fenilefrina era 10-9 M.

A partir de 10-7 M la insulina es comportava com a saturant

per aquest efecte.

Per a la fosforilasa, la valoració fou essencialment

igual excepte: que �l temps d'incubació amb fenilefrina fóren

2 minuts i la concentració d'aquesta 2 x 10-6 M. Les concen­

tracions màximament i minima efectivps d'insulina sobre aquest

altre efecte de la fenilefrina coincidien amb les de l'efecte

sobre la glicogen sintasa.

3.4.3.2. Efecte sobre la inactivàció de la glicogen sintasa

i de la fosforilasa per epinefrina en absència o pr�

sència de propanolol.

El tractament dels hepatòcits amb insulina reduïa

llur capacitat de resposta a l'epinefrina pel que feia a les

activitats glicogen sintasa i fosforilasa.

La inactivació de la glicogen sintasa que produïa

una concentració d'epinefrina de 10-8M sobre cél.lules pre­

incubades amb 10-8 M insulina (FIGURA 49) fou significativa­

ment diferent de l'efecte produït per la mateixa concentració

d'epinefrina sobre la glicogen sintasa de cèl.lules preincub�

des sense insulina.

L'efecte de la preincubació amb insulina fou més p�

tent sobre l'activació de la fosforilasa causada per l'epine­
-8

frina a una concentració de 2 x 10 M. (FIGURA 50). Aquesta
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FIGURA 49 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE LA INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN

SINTASA PER EPINEFRINA

HepaXòc.-U:!.l de nates dejune.ó 6ófl.en inc.uba.:t6 amb inóuLi.na 10-8

M (.) o amb .6ofuc.i6 .6run.a i.6o.tòn.ic.a (o). To.t .6egui.t W nOU

addic.ionada epinenfl.ina 10-8 M i .te.ó inc.ubac.ionó e.ó pVllion­

gafl.e.n. ers peJÚode.ó de .temp.6 indic.a.:t6. Finalment nOu me..6U!z.a­

da f r ac.tivi.tctt gUc.og en sinraso:

L r ac.tivilctt gUc.ogen .6inta.6a .tow. (7,75 tO, 30 mU/mg pfl.o.t.

gfuc.o.6a 6-no.6na.t) no vafl.iava .6ign.inic.a.tivament en c.ap de fe..6

c.ondic.ionó a.6.6ajade..6.
Le..6 dades .66n e.f plLomig!:_ E.E. de.6i.6 expe.fl.imen.t.6 nW en -

dees dine.fl.en.t.6.
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FIGURA 50 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE L'ACTIVACIÓ VE LA FOSFORILA­

SA PER EPINEFRINA

t.es c.on.cU.c.ion.ó e.xpe.JL.úne.n.ta1..6 ¡)6Jz.e.n. le..ó ma):uxe..ó qu.e. le..6

de..6CJr_,[te..6 a. la. FigU!l.a. 49, me..6U!l.a.n:t l'a.ctiv.{;ta;t n0.66o!U­

lC16a. .0:. al Mn.al de. la. in.c.uba.c.i6 amb e.pin.e.6!Un.a..

La. c.on.c.e.n.tna.c.i6 d'e.pin.e.6Jz.in.a. e.Jz.a. Z x 10-8 M.

(.) pJz.wc.uba.c.i6 amb in.óuUn.a. 10-8 M

(o) pJz.un.c.uba.u6 a.mb .6oluu6 .6run.a. ,,[).,otòn.ic.a.

L'a.ctivitat 6o.66oJz.ila..óa. .0:. de c.èi.lule..6 c.on.tnol in.c.uba.de..6

.6 e.n.ó e. honmona n.o va.Jz.ia.va. dU!l.dn:t e..t peJÚode. de.l.ó e.xpe.Jz.ime.Vl.-t6.

Les da.d e..ó .6 6n. e.l pMmig !:__ V. E. de. d0.6 e.xpe.Jz.ime.n:t.ó Jz.e.a.ütza.t.6

e.n. cU.es cU.6 e.Jz. e.Vl.t.6 •
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concentraci6 d'hormona elevava ràpidament l'activitat de la

forma a de la fosforilasa des de 0,160 U/mg prot. fins a 0,230
U/mg prot.

Si les cèl.lules havien estat preincubades amb insu
-8

-

lina (10 M,lO minuts) l'activaci6 de la fosforilasa per

epinefrina es produia de manera més lent� i assolia un valor

màxim considerablement més baix (0,192 U/mg prot.) que en les

cél.lules no tractades.

L'acci6 de l'epinefrina era igualment contrarrestada

per insulina quan al medi hi havia un bloquejant beta-adrenèr­

gic, que impedia qualsevol efecte de l'epinefrina a través

d'aquesta via.

Hepatòcits incubats amb DL-propanolol a una concen­

traci6 2 x 10-5 M durant 10 minuts eren sotmesos a la presèn­
cia d'epinefrina 10-8 M. L'activitat glicogen sintasa indepeE
dent descendia inmediatament fins un valor mínim de 0,08 en

la relaci6 d'activitats -/+ glucosa 6-fosfat (FIGURA 51). A

partir de minut tercer d'incubaci6 amb epinefrina, l'activitat

glicogen sintasa independent iniciava la recuperaci6 estabilit

zant-se aproximadament al minut 12 d'incubaci6.

La preincubaci6 durant 10 minuts dels hepatbcits amb

insulina 10-8 M simultània amb la de propanolol provocava que

la inactivaci6 que l'epinefrina 10-8 M causava sobre l'activi­

tat glicogen sintasa al ser afegida al medi f6s menor que en

l'altra sèrie de cèl.lules, i que als 8 minuts d'incubaci6 es­

tés ja superada.
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FIGURA 57 EFECTE VE LA INSULINA SOBRE LA INACTIVACIÓ VE LA GLICOGEN

SINTASA CAUSAVA PER EPINEFRINA EN PRESÈNCIA VE PROPANOLOL.

He.pa;tòc.ih de. l1.a;te1J dejune: ó6l1.e.n inc.ubw 7 O minu:U amb

�utina 70-8 M ac.ompanyada de VL-pl1.opanolol 2 x 70-5 M

(.,.), amb VL-pl1.opanolol 2 x 70-5 M (o) o amb �olu�6 �a-

una �otòMc.a (o). Tot �e.guil W óou addou.onada e.pine.ófL{

na 70-8 M i leA inc.ubauo� e1J pell.ilongMe.n W peJúode1J

de. temp� indouu», Finalme.nt óou meAUl1.ada l'activdcú gR¿

c.oge.n sisüasa (-j+ gluc.o�a 6-óMóa;t).
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4,1, ELS HEPATOCITS ISOLATS COM A MATERIAL D'ESTUDI,

L' estudi de L'Ioon t.roL del metabolisme hepàtic del gIl.
eogen mitjançant la perfusi6 de fetge de rata sencer ha estat

extensiu i raonablement exit6s (12, 334, 340, 364, 370, 443-

445). Aquesta tècnica experimental presenta, però, alguns in­

convenients importants que limiten el seu ús. Primerament, el

fetge sencer no està constituït per una poblaci6 homogènia de

cèl.lules parenquimàtiques, sino que el 30% de les cèl'.lules

que conté s6n de tipus reticulendotelial (446). Segon, que la

tècnica és dificultosa i limita el nowbre de variables que p�

den ser estudiades simultàniament. Tercer, que els valors ba­

sals dels paràmetres que es mesuren poden variar d'animal a

animal i que per tal d'obtenir resultats estadísticament fia­

bles cal operar sempre amb uns quants individuus per cada con

dici6 exper íme'nt.eL concreta.

Els talls de fetge podrien constituir un sistema al­

ternatiu d'estudi que evitaria alguns dels inconvenients esme�

tats per al fetge perf6s. Si més no, solucionaria el problema

de l'heterogeneïtat cel.lular i oferiria la possibilitat d'op�
rar amb diverses mostres procedents d'un mateix animal. Ara

bé, aquestes preparacions presenten el problema important de

ser sist�mes complexos i poc uniformes en els quals la difusi6

de gassos i de soluts del medi fins a les cèl.lules més inter­

nes és limitada; a part que les cèl.lules de la superfície es-
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tan damnades pel tractament mecànic de l'obtenció dels talls.

Les preparacions homog�nies de c�l.lules parenquimà

tiques acceptablement intactes i isolades a partir d'un sol

animal permeten l'estudi de moltes variables alhora, proporci�
nant simultàniament controls experimentals interns i evitant

molts dels desavantatges dels altres sistemes. Cal deixar clar,

però, que malgrat llur enorme conveniència tècnica, els exper!
ments amb cèl.lules parenquimàtiques aïllades no poden substi­

tuir completament e� treball amb teixit hepàtic intacte car

tant l'estructura corn I-heterogeneïtat d-aquest són factors

que també configuren la seva funció. A més, per suau i contro

lat que sigui el procés d'aïllament dels hepatòcits, sempre es

corre el risc de damnar oertes estructures de membrana com,

per exemple, receptors hormonals o sistemes transportadors de

metabolits i ions, alteracions perilloses perque són dificil­

ment mesurables. Malgrat tot, l'acceptació amplíssima i l'avenç

de coneixements que ha suposat aquesta tècnica en el curt pe­

ríode des que està descrita diuen molt de les seves qualitats

positives.
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4.2. CONTROL HORMONAL DE LA GLICOGENOLISI HEPÀTICA. MECANIS-
, ,

ME D'ACCIO DEL GLUCAGO.

A les cèl.lules parenquimàtiques del fetge el meta­

bolisme del glicogen, governat en darrera instància per l'en­

zim sintetitzant, glicogen sintasa, i pel degradant, fosfori­

lasa, és afectat espectacularment pel tractament amb hormones

com el glucagó, l'epinefrina i la fenilefrina, i com la insu­

lina.

Els resultats presentats proven l'eficiência glico­

genolítica del glucagó, l'epinefrina i la fenilefrina. Efecti­

vament, sota llur influència l'activitat glicogen sintasa in­

dependent es redueix de manera intensa i la vía de síntesi del

polisacàrid es conseqüentment deprimida. De forma simultània,

l'increment enèrgic de l'activitat enzimàtica de la fosforila­

sa produeix l'obertura de la via de degradació. El resultat

és, doncs, la disposició de tot el sistema metabòlic per a la

utilització del glicogen.

L�observació del caràcter glicogenolitic del glucagó,

l�epinefrina o la fenilèfrina sobre hepatòcits no és un fet sOE

prenent, ans al contrari, coincideix amb la realitzada sobre

altres tipus de preparacions hepàtiques (326, 328, 329, 18) o

amb observacions preliminars, no excessivament desenvolupades,

sobre els propis hepatòcits aïllats (208, 330, 331, 13). La
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qüestió a resoldre ara és quins mecanismes moleculars són els

que condueixen, amplifiquen i dirigeixen l'estímul de cadascu

na de les hormones des de que apareix sobre la membrana cel­

lular fins que es tradueix en les conseqüències metabbligues
dites.

Segons els resultats obtinguts per nosaltres, el

glucagó desencadena a la cèlula del parènquima hepàtic uns

esdeveniments molt semblants als que resulten de l'acció de

l'epinefrina sobre el múscul esquelètic i que s'articulen en

cadena (6, 7) per a impel.lir la glicogenolisi. Així doncs,

el mecanisme d'acció postulable per al glucagó a la cèl.lula

del parènquima hepàtic de rata és el següent: estímul de l'ad�
nil ciclasa que incrementa el nivell intracel.lular d'AMP cí­

clic el qual activa a la proteïna quinasa dependent d'AMP cí­

clic que per raó d'aquesta activació fosforila a la glicogen

sintasa convertint-la en.la forma inactiva i a la fosforilasa

quinasa convertint-la en la forma activa, la qual, al seu

torn, transforma la fosforilasa donant-li capacitat per actuar.

4.2.1. ACCIÓ DEL GLUCAGÓ SOBRE L'AMP CíCLIC INTRACEL.LULAR.

L'increment de la concentració intracel.lular d'AMP

cíclic mostrat a la FIGURA 16 és perfectament explicable per

la coneguda acció del glucagó sobre l'adenil ciclasa hepàtica

(447, 37). Els estudis sobre adenil ciclasa hepàtica realit­

zats amb preparacions de membrana plasmàtica (37) han mostrat

que aquest enzim és sensible al glucagó sobre un interval de

-10 ' -7 �

concentracions d'hormona entre 10 M l 10 M, el qual es

essencialment idèntic a l'interval de concentracions que pro-
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mou acúmul d'AMP cíclic als nostres estudis (FIGURA 16).

L'efecte de l'epinefrina sobre aquestes preparacions de mem­

brana era, en canvi, molt débil (37) la qual cosa esta d'acord

també amb les nostres observacions (FIGURA 26) .

Els resultats sobre els increments d'AMP cíclic con

firmen per al nostre sistema d'estudi les observacions fetes

sobre fetges sencers perfosos o hepatòcits isolats (342, 349,

400, 448, 449). Després de l'elevació sobtada del contingut

intracel.lular d'AMP cíclic causada pel glucagó s'observa una

recuperació també molt ràpida dels valors de concentració ba

sal (FIGURA 16). El descens tan sobtat del contingut d'AMP ci
clic potser és atribuible, almenys parcialment7 a l'activi­

tat nucleòtid cíclic fosfodiesterasa de dins la cèl.lula la

qual és estimulable per les concentracions elevades del nu­

cleòtid (72, 343, 450) ó, segons que ha estat descrit fa poc,

pel mateix glucagó. (68). També és cert que l'AMP cíclic és

extravasat al medi de perfusió de preparacions de fetge (373,

451�453), o al medi d'incubació de pannicle adipós epididimal

(371), de cél.lules adiposes (29, 454) i cél.lules hepàtiques

aïllades (354), de plaquetes (455) o de talls de cervell (456)

i que la seva presència hi és quantitativament important des­

prés d'haver estat incrementat dins de la cèl.lula. Bé que,

tal com ha estat suggerit pel cas dels adipòcits (457), la

sortida d'AMP cíclic podria ser una conseqü�ncia del damnatge

de la membrana cel.lular, aquesta explicació és vàlida per

justificar solament petites extravasacions del producte. Per

tractament amb probenecida les cèl.lules hepàtiques alliberen

al medi quantitats molt�nors d'AMP cíclic (354) la qual cosa

apunta vers l'exist�ncia d'un sistema de transport del nucleò­

tid.
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4.2.2. LA PROTEÏNA QUINASA DEPENDENT D'AMP CÍCLIC HEPÀTICA.

Concomitant a l'elevació del contingut intracel.lu­

lar d'AMP cíclic hem observat la dissociació intensa de la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic (FIGURES 5, 10, 11, 15

i.17). Les observacions que presentem suporten fermament la

hipòtesi de la dissociació de la proteïna quinasa dependent
d'AMP cíclic via l'elevació del contingut intracel.lular de

nucleòtid per acció del glucagó sobre les cêl.lules parenqui­
màtiques del fetge ..

Els efectes del glucagó sobre aquesta proteïna qui­
nasa hepàtica no es troben totalment estudiats en la biblio­

grafia actual. D'antuvi, admesa la possibilitat de l'existèn­

cia al fetge d'una cascada glicogenolítica similar a la del

múscul esquelètic, encara no s'havia arribat a investigar de

manera sistemàtica la correlació dels efectes sobre aquest eE
zim amb les variacions d'AMP cíclic i, alhora, els canvis per

interconversió de la glicogen sintasa i fosforilasa operats

als hepatòcits per efecte del glucagò. Després, coneguda
l'existència de més d'una forma holoenzimàtica al fetge (124)

es tenen poques dades sobre el comportament particular de ca­

da una d'elles enfront a l'estímul hormonal.

A una altre secció (1.3.1.) hem dit que per pas

d'extractes crus a través de DEAE-cel.lulosa s'obtenen dues

formes holoenzimàtiques, l i 11, presents en diferents propor­

cions a la majoria dels teixits estudiats (123,124). El fetge

conté una determinada quantitat de forma l i quelcom menys de

forma 11 (124). Els estudis cromatogràfics amb DEAE-cel.lulosa

són molt útils per a caracteritzar aquestes formes "in vitro".

Ara bé, l'aplicabilitat d"aquesta tècnica a l'estudi de les m�

dificacions del grau d'activació o de dissociació de la pro­

teïna quinasa "in vivo" és més limitada perque la metodologia
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és complexa i la reproductibilidad no és òptima.

La técnica electroforètica amb revelat de fixació
d'AMP cíclic (estat de dissociació) (416) permet superar aquests
inconvenients. També és preferible a la tècnica electroforèti­
ca amb revelat d'activitat proteïna quinasa (418) per fixació

de 32p, car evita problemes inherents al treball amb aquest
isòtop.

Aplicant la tècnica a extractes crus d'hepatòcits no

tractats amb hormones es revelen tres bandes o pics de fixació

de 3H·AMP cíclic (FIGURA 1). La desaparició del pic 1 i el gran
increment del pic 3 observats després d'incubar els extractes

amb AMP cíclic (FIGURA 2) o les cél.lules amb glucagó (FIGURA
5) suggereixen que el primer és una forma holoenzimàtica i que

l'altre és la subunitat reguladora corresponent a aquest holoen

zim. A més, si els extractes són incubats amb 3H.AMP cíclic i

sotmesos a electroforesi sense revelat posterior, l'única posi­
ció en la qual es detecta radiactivitat és la corresponent al

pic 3 (FIGURA 3) indicant que, efectivament aquesta posició co­

rrespon a les subunitats R.

D'altra banda, la fixació de 3H.AMP cíclic a les po­

sicions 1 i 2 és perfectament correlacionable amb la presència
d'activitat proteïna quinasa estimulable per AMP cíclic (FIGU­

RA 4). Si els extractes procedien de cèl.lules tractades amb

glucagó la presència d'activitat proteïna quinasa a aquestes

era residual o nul.la (FIGURES 5 i 6). A la posició 3 no li

corresponia cap mena d'activitat proteïna quinasa, ni tan sols

quan el pic de fixació de 3H.AMP cíclic a aquesta posició era

notable (FIGURA 5). D'aquests resultats s'en desprén inequív�
cament que el pic 1 és un holoenzim de la proteïna quinasa

(holoenzim HI) i que el pic 3 és la subunitat reguladora

d'aquest holoenzim. La identitat del pic 2 és més dificilment
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assegurable. Amb gran probabilitat d'encert, però, cal pensar
que es tracta d'una altra forma holoenzimàtica (holoenzim H2)
que és dissociada parcialment per concentracions elevades
d'AMP cíclic (veure FIGURA 8).

Els pesos moleculars dels holoenzims HI i H2 eren

similars entre sí i d'aproximadament 108.000 i el de la subu­

nitat reguladora, 72.000 (TAULA 2). Aquests valor fóren obtin

guts amb un mètode electroforètic (419) l'exactitud del qual
fou previarnent comp�ovada amb una proteïna de pes molecular

conegut. Per diferència entre el pes molecular dels holoenzims

i el de la subunitat reguladora es pot assumir un valor aproxl·
mat de 36.000 daltons per a la subunitat catalítica, molt pro­

per al de les subunitats catalítiques dels enzims de múscul

de conill o de cor de bou que són els més ben estudiats quant
a propietats moleculars (130, 131). Els pesos moleculars deter

minats per nosaltres per a les formes holoenzimàtiques són una

mica inferiors als dels enzims dels teixits citats, mentre que

el de la subunitat reguladora és quelcom superior (126, 130,

131) .

El fet de la no identificació de cap activitat pro­

teïna quinasa atribuïble a la subunitat catalítica d'aquest
enzim representa una limitació de la tècnica. La subunitat ca

talítica, cas de mantenir-se estable, no penetra als gels

d'electrofore�i, ja sigui per raó de càrrega elèctrica insufl
cient o bé perque pot restar agregada a la fracció particulada
dels extractes cel.lulars (458).

L'estudi de la modificació dels estats de dissocia­

ció o d'activació de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic

als teixits presenta algunes fonts potencials d'error. Primera

ment cal pensar en canvis derivats del procés d'homogeneitza­
ci6 del teixit que es vol estudiar. L'equilibri de dissociació
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de l'enzim podria ser decantat instantàniament per efecte de

l'alliberament d'AMP cíclic que fins al moment de l'homoge­
neitzaci6 restés segrestat per alguna estructura cel.lular.

Efectivament, ha estat descrita per diversos autors l'existèn
cia de certes quantitats d'AMP cíclic en una forma segrestada
(169, 170, 371, 457) o compartimentalitzada (171) dins de la

cèl.lula, les quals no es troben, en condicions normals, a

l'abast de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic. Nosal­

tres mateixos hem comprovat que als extractes d'hepatòcits hi

ha una quantitat determinada d'AMP cíclic ineliminable per gel
filtraci6 (TAULA I). Aquestes quantitats d'AMP cíclic si es­

tiguèssin en soluci6 donarien una concentraci6 aproximadament
-6

10 M dins la cèl.lula (169, 448) la qual és suficient (FIGU
RES 8 i 9) per mantenir l'enzim permanentment dissociat. En

tot cas, però, el fet que l'estat de dissociaci6 de la proteï­
na quinasa dependent d'AMP cíclic als extractes procedents
d'hepatòcits incubats sense hormones f6s escàs (FIGURES 1 i 4)
treu qualsevol importància a la possibilitat d'error per dis­

sociaci6 espontània de la proteïna quinasa en el moment de

l'homogeneitzaci6. També cal tenir present la possibilitat de

reassociaci6 de les subunitats de l'enzim en aquelles mostres

que, per un efecte hormonal o per incubaci6 amb AMP cíclic,

presenten la proteïna quinasa en forma dissociada. La reasso­

ciaci6 espontània podria produír�se en els extractes crus al

llarg del temps. Aquesta segona possibilitat d'error sembla

improbable en el sistema estudiat per nosaltres perqué a les

mostres procedents de cèl.lules tractades amb glucagó la pro­

teïna quinasa dependent d'AMP cíclic seguia intensament dis­

sociada després de períodes de 45 6 60 minuts (TAULA I). Més

encara, l'eliminaci6 de l'AMP cíclic present en solució a

aquestes mostres no conduia a cap·canvi significatiu de l'es­

tat de dissociació de la proteïna quinasa estudiada (TAULA I) .

La inclusió de I-metil, 3-isobutil xantina als ex-
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tractes incubats amb AMP cíclic durant els estudis sobre dis­

sociació de l'enzim pel nuclebtid "in vitro" bloquejava l'ac­

tivitat nuclebtid cíclic fosfodiesterasa present a aquells
extractes assegurant l'estabilitat de les condicions d'incuba

ció. Alguns extractes control incubats amb la simple addició

de la I-metil, 3-isobutil xantina presentaven un lleuger grau
de dissociació de la proteïna quinasa dependent ò'AMP cíclic

(FIGURA. 7) en comparació amb controls incubats solament amb

aigua (FIGURA 1). Aquesta dissociació parcial podia estar

causada per l'alliberament d'alguna porció de llAMP cíclic se

grestat,efecte compensable als extractes incubats sense metil

isobutil xantina.

L'holoenzim HI de la proteïna quinasa dependent
d'AMP cíclic hepàtica es dissocia per incubació amb el nucleb

tid en un interval de concentracions de 10-8 a 10-6 M (FIGU­

RES 8 i 9). L'holoenzim H2 és més dificilment dissociable

(FIGURA 8) .Hi ha un paral.lelisme entre aquestes observacions

i les realitzades amb les formes que s'obtenen per tractament

amb DEAE-cel.lulosa. D'aquestes, la forma l purificada a par­

tir de mGscul cardíac é� més fàcilment dissociable que la for

ma II procedent del teixit adipós (124, 459). L'holoenzim HI
detectat per electroforesi també s'assembla a la forma l per

la capacitat de restar dissociat després de l'eliminació de

llAMP cíclic del medi (124). La forma lI, en canvi, solament

roman dissociada després d'aquest tractament si hi ha una

gran força iónica (NaCl 0,5 M) al medi (124, 459). Malgrat

l'existència d'aquestes similituds i la presência d'holoenzims

HI i H2 en una proporció similar a la de formes l i II als he

patòcits (124) no és possible encara assegurar la correspondêE
cia exacta entre les formes detectades per electroforesi i les

detectades per cromatografia.

El glucagó produïa en les nostres condicions de tre
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dependent d'AMP cíclic

10-10 M i 10-7 M en el

ball la dissociaci6 de l'holoenzim HI de la proteïna quinasa
entre uns intervals de concentraci6 de

medi d'incubació dels hepatbcits (FIG�
RA 11). Aquestes concentracions de glucagó s6n també les efec

tives sobre l'activitat adenil ciclasa. Bé que increments de

2-4 vegades sobre el valor basal del contingut intracel.lular

d�AMP cíclic ja s6n suficients. per dissociar completament

aquest holoenzim (FIGURES 16 i 17), els increments d'AMP cí­

clic produïts pel glucagó podien arribar a ser de 40 o més ve

gades (FIGURA 16). La raó de tan alta producci6 d'AMP cíclic

dins de la cèl.lula podria ser la de mantenir l'efecte del

glucagó mitjantçant la producció d'un excés d'AMP cíclic, la

catabolització completa del qual es faria en un període exprB�

sament prolongat. Sense desestimar aquesta possibilitat hom

pot pensar també que els increments molt alts d'AMP cíclic

són els destinats a dissociar i activar l'holoenzim H2 de la

proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic hepàtica. Les concen­

tracions més elevades de glucagó (FIGURA 10) o d'AMP cíclic

en els experiments "in vitro" (FIGURA 8) eren les úniques que

modificaven l'estat d'aquest holoenzim, bé que solament de m�

nera parcial. Aquest efecte diferencial del glucagó sobre les

activitats proteïna quinasadependents d'AMP cíclic podría con�

tituir una altra manera de modular l'acció de l'hormona. En

contra d'aquest suggeriment hi ha el fet de que les concentra

cions de glucagó efectives sobre la dissociació d'H2 són molt

superiors a les assumides com a fisiològiques. De fet, l'actl
vació diferencial de les formes cromatogràfiques l i 11 de

l'enzim ha estat descrita en el fetge de rates tractades amb

glucagó (460) en el qual la forma 11, que és la menys sensible

a la dissociació per AMP cíclic (124, 459) es presenta activa

durant un període de temps molt més curt que la forma I. En

contrast amb el que succeeix "in vitro", la proteïna quinasa

dependent d'AMP cíclic recupera ràpidament l'estat reassociat

inicial quan és dissociada "in vivo" pel glucagó (FIGURES 11
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i 17). A les concentracions més elevades de glucagó és obser­

vable la reassociació de la proteïna quinasa fins i tot abans

que el nivell intracel.lular d'AMP cíclic retorni al valor ba

sal. Aquest fenomen insinua la possibilitat que "in vivo" la

proteïna quinasa no estigui governada únicament per llAMP cí­

clic sino que hom pot imaginar algun mecanisme addicional de

control de l'activitat de l'enzim. Els descens d'AMP cíclic

simplement coadjuvaria el procés de reassociació.sense ser-ne

probablement el responsable únic. L'exactitut d'aquest plant�
jament cal mantenir-la amb moltes reserves car les condicions

en les que es troba l'enzim "in vitro" són molt diferents de

les "in vivo" i, per tant, el seu comportament en un cas no

és forçosament extrapolable per a l'altre.

4.2.3. CONTROL DE LES ACTIVITATS FOSFORILASA l GLICOGEN SIN­

TASA.

El glucagó produeix l'activació de la fosforilasa a.

Quan l'hormona era afegida al medi d'incubació dels hepatòcits
la proporció de la fosforilasa en forma a s'incrementava de

manera ràpida i intensa (FIGURES 14 i 18, refs. 13, 208, 351).

Aquest efecte, que representa l'obertura de la via de degra­

dació del glicogen, es produïa poc després que l'hormona ha­

gués incrementat llAMP cíclic i hagués activat per dissociació

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic (FIGURA 20). Les

concentracions de glucagó que activaven la fosforilasa eren

les mateixes que produïen els efectes concomitants esmentats

i coincidien amb les que a la bibliografia es descriuen com

a efectives sobre aquest sistema (13, 208, 351) i sobre la

gluconeogènesi (461) o l'activació de la piruvat quinasa

(462).

Totes aquestes evidències indiquen que el mecanisme
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d'activaci6 de la fosforilasa hepàtica pel glucag6 involucra

una cascada glicogenolítica similar a l'existent al múscul

esquelètic (6,7). L'activaci6 de la fosforilasa reflexa l'acti

vació prèvia de la fosforilasa quinasa a càrrec de la proteïna
quinasa dependent d'AMP cíclic. L'activaci6 de la fosforilasa

quinasa d'hepatòcits s'ha demostrat, efectivament, induïble

per glucagó (207, 208).

La inactivaci6 de la glicogen sintasa per acció del

glucagó sobre els hepatòcits procedents de rates mantingudes
en dejuni (FIGURA 19) pot ben raonablement ser atribuïda, al­

menys en part, a la fosforilació de l'enzim per la subunitat

catalítica de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic. La

fosforilació i pas de la glicogen sintasa a formes més inac­

tives per acció d'aquesta quinasa està ben comprovada en el

cas del múscul esquelètic (113, 145).

Que a les cèl�lules del parènquima hepàtic de rata

els efectes sobre glicogen sintasa i fosforilasa causats pel

glucagó estan.mediatitzats per l'increment d'AMP cíclic ori­

ginat per l'hormona, i que aquest increment no és un efecte

simultàni, però sense relaci6, amb aquells canvis, ho proven

els experiments realitzats amb dibutiril AMP cíclic. L'acci6

intensíssima d'aquest compost sobre la glicogen sintasa i la

fosforilasa és del mateix signe i característiques que la del

glucagó :(FIGURES 21 i 22). El retard en assolir l'efecte màxim,

especialment sobre l'activitat fosforilasa observat en compa­

rar l'acció del dibutiril AMP cíclic amb la del glucagó co�

corda amb la necessitat que el dibutiril AMP cíclic difongui

prèviament cap a l'interior dels hepatòcits en comptes d'ac­

tuar de forma inmediata a l'entrar en contacte amb la membra­

na cel.lular tal com ho fa l'hormona.

També hi ha la possibilitat del control hormonal de
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la glicogenolisi per interacci6 amb les fosfoproteïna fosfata­

ses del metabolisme del glicogen. "In vivo" acaba de ser obser

vat l'efecte del glucag6, però no de l'epinefrina, sobre l'ac­

tivitat glicogen sintasa fosfatasa hepàtica de rata (297).
L'efecte del glucagó consisteix en produir una forma de glic�
gen sintasa fosfatasa que és més intensament inhibible per

EDTA "in vitro" que la procedent de fetges control no tractats

amb l' hormona (297). Aquest canvi apunta. vers la producció de

formes estables de fosfatasa menys actives "in vivo" a conse­

qüència d'una acció ,del glucagó. Ha estat suggerida (297) la

intervenci6 de la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic en

el procés de transformació de la fosfatasa esmentada. Si això

fós cert estaria explicada també l'absència de l'efecte des­

près del tractament amb epinefrina. D'altra banda, la hipotè_
tica funció de la proteïna quinasa podria consistir en la fo�
forilaci6 de subunitats reguladores (inhibidores) de la fosfa­

tasa hepàtica activables per fosforilació cas que al fetge hi

existeixin subunitats d.' aquest tipus tal com sembla que suc­

ceeix al múscul esquelètic de conill (312, 317). La possible

regulació "in vivo" de les fosfoproteïna fosfatases tant per

hormones com per metabolits no ha estat estudiada extensiva­

ment. Per tant no es pot descartar altres efectes del glucagó

o efectes de les catecolamines i altres hormones sobre la

glicogen sintasa fosfatasa o sobre les fosfatases de la fos­

forilasa i fosforilasa quinasa.

Cal destacar que la màxima amplitud de l'efecte del

glucagó sobre la glicogen sintasa no apareix fins al cap d'uns

minuts d'haver estat assolit el canvi màxim d'activitat fosfo

rilasa (FIGURA 20). Aquest fenòmen és igualment observable en

els hepatòcits tractats amb epinefrina o fenilefrina (FIGURES

36 i 37) i constitueix una característica no solament de

l'acció d'aquestes hormones sino també del tractament amb gl�

cosa tant del fetge "in vivo" (463, 464) com dels mateixos he
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patòcits (13, 370). El grup de Hers ha mantingut repetidament
(370, 464-467), que el fenomen es produeix perqué la intercoE
versió de la glicogen sintasa està governada per la fosforila

sa � que exerceix un efecte inhibidor sobre la glicogen sint�
sa fosfatasa. Segons els autors esmentats, l'activació de la

glicogen sintasa seria sempre secundària a la transformació

de la forma a de la fosforilasa en forma b.

Aquesta teoria però, no sembla sostenible. D'una

banda, perque el gl�cagó pot actuar directament sobre la gIl
cògen sintasa a través de l'activaci6 de la proteïna quinasa
dependent d'AMP cíclic. Tot i que no està clar encara el meca­

nisme mitjançant el qual les catecolamines poden actuar sobre

la glicògen sintasa hepàtica, és prou fàcil pensar en l'exis­

tència d'accions directes sobre l'enzim similars a la del gl�
cagó. D'altra banda, coneixem accions de certs monosacàrids

sobre adipòcits (324) i hepatòcits (468) que cursen amb incr�
ments de l'activitat glicògen sintasa independent sense estar

acompanyats de descensos de l'activitat fosforilasa a. Àdhuc

la glucosa pot causar aquest efecte en certs tractament "in

vivo" (469). Encara més, l'activació de la glicogen sintasa

d'hepatòcits per efecte de la fructosa cursa amb una intensa

activació paral.lela de la fosforilasa (468). El retard obser

vat en la modificació de la glicogen sintasa en relació amb

la de la fosforilasa es tribuïble més aviat a característiques

intrínsiques del seus propis sistemes d'interconversi6.

Els hepatòcits procedents de rates alimentades nor­

malment i sacrificades a les poques hores de la ingesta prin­

cipal, presenten un sistema glicogen sintasa que no és aparen­

ment inactivable per cap dels agents glicogenolítics assajats.

(FIGURES 14,25 i 35, i ref. 13). Comparada amb la dels hepa­

tòcits de rata dejuna, l'activitat basal glicogen sintasa in­

dependent és molt baixa. Aquesta observació coincideix amb la
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d'altri. (13, 470). EXisteix, a me's , un paral.lelisme clar en-

tre el contingut intracel.lular de glicogen i el grau d'acti­

vació de la glicogen sintasa. Segons observacions pròpies i

d'altres autors (13, 470) a baixes activitats glicogen sinta­

sa corresponen continguts elevats de glicogen, i viceversa.

Aquesta interrelació és explicable pel fet demostrat que el

glicogen a concentracions elevades és un inhibidor al.lostèric

de la glicogen sintasa fosfatasa (253, 326, 305) i a baixes

concentracions sembla que es comporta com activador d'aquest
enzim (253, 326). Segons aquests raonaments, els hepatòcits
de rates alimentades, és a dir, aquells amb contingut elevat

de glicogen, presentarien un sistema glicogen sintasa fosfata

sa inhibit el qual mantindria la glicogen sintasa en un estat

de fosforilació intensa no incrementable ja per les hormones

glicogenolítiques. Així mateix, els hepatòcits isolats a pa�
tir de rates privades de menjar contenen quantitats gairebé
nul.les de glicogen: segons el mateix raonament l'activitat

glicogen sintasa fosfatasa, desinhibida en aquesta circums­

tància, mantindria la glicogen sintasa només parcialment fos­

forilada i apte per a ser fosforilada del tot per acció de

les hormones esmentades. Malgrat la versemblança d'aquesta

exposició, cal no descartar la possibilitat d'existència d'al
tres factors que bloquegin l'acció del glucag� i de les cate­

colamines sobre la glicogen sintasa al fetge d'animals alimeE
tats. Per exemple, l'existència d'alguna modificaci6 de la

pròpia glicogen sintasa que la faci menys susceptible a la

fosforilació per proteïna quinases, o bé l'acció d'algún me­

tabolit diferent del glicògen sobre els sistemes d'intercon­

versió de l'enzim.
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4.3. EL CARACTER ALFA-ADRENERGIC DE LES CATECOLAMINES.

Els resul fats obtinguts amb l"epinefrina i la fenil­

efrina estan relacionats amb els d"una sèrie recent d"estudis

que demostren que les catecolamines poden activar la glicoge­
nolisi al fetge de rata sense incrementar l"AMP cíclic ni acti

var de manera estable la proteïna quinasa dependent d "AI4P cíclic

o la fosforilasa quinasa (12, 13, 338, 340, 351, 208). L"epi­
nefrina activava enèrgicament .::._la fosforilasa a�:: les cèl­

lules parenquimàtiques de fetge de rata (FIGURES 23 i 25)i, si

aquestes procedien d"animals mantinguts en dejuni, també hi

inactivava marcadament la glicogen sintasa (FIGURA 24). Tant

el caràcter com la seqüencia temporal d"aquestes modifica-

cions, però, no llur intensitat, coincidien amb les derivades

de l"acció del glucagó sobre els hepatòcits (FIGURES 14, 18 i

19). Sobre una base molar, l"epinefrina era 50 a 100 vegades

menys efectiva glicogenolíticament que el glucagó (veure inteE_
vals de concentracions efectives d"ambdues hormones en les fi

gures que acabem de referir). La concentració de glucagó mà­

ximament efectiva sobre l"'activitat fosforilasa a (10-7M) cau­

sava un increment del nivell d"'AMP cíclic d"'unes 40 vegades s�

bre el valor basal (FIGURA 16) mentre que una concentració d"ep!
nefrina que activava la fosforilasa de forma equivalent (10-5M)
causava un increment_màxim d"'AMP cíclic de 2 6 3 vegades. Més

encara: en cap cas fou observat que l"epinefrina modifiqués

significativament la proteïna quinasa dependent d"At-1P cíclic
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(FIGURA 26). Totes aquestes evidêncies assenyalaven grans di­

ferêncies entre el control de la qlicogenolisi hepàtica per

epinefrina i el control per glucagó.

Direm que el tipus d'interacci6 entre l'epinefrina
i la membrana plasmàtica de l'hepatòcit de rata és predominan!
ment alfa adrenèrgic, i que és certa la desvinculació entre

els receptors alfa-adrenèrgics i l'adenil ciclasai mecanismes

d'acció hormonal dependents d'adenil ciclasa. Primer, perquè
l'acció de l'epinefr�na sobre la fosforilasa i la glicogen siE
tasa no era afectada per tractament dels hepatòcits amb l'ant�
gonista beta-adrenèrgic propanolol (FIGURES 27 i 28), tot i

que aquest tractament bloquejava l'elevaci6 d'AMP cíclic causa

da pel caràcter débilment beta-adrenèrgic de l'epinefrina (FI­

GURA 26). Segon, els antagonistes alfa-adrenêrgics fenoxibenza­

mina i fentolamina bloquejaven acusadament l'activaci6 de la

fosforilasa i la inactivació de la glicogen sintasa produïdes

per l'epinefrina (FIGURES 30, 31 i 32). Tercer, l'increment de

l:activitat fosforilasa i la inactivaci6 de la glicogen sin­

tasa independent persistien molt més temps que l'elevaci6 d'AMP

ciclic causada per l'epinefrina (apartat 3.3.1.3.). Quart, la

fenilefrina, un compost d'estructura anàloga a la de l'epinefrl
na i amb caràcter exclusivament alfa-adenèrgic al fetge, era

plenament capac; d"activar la fosforilasa i d'inactivar la glicS?

gen sintasa als hepatòcits (FIGURES 33, 34 i 35) i la seva ac­

ció no estava acompanyada per increments detectables d'AMP cí­

clic o per dissociaci6 de la proteïna quinasa dependent d'AMP

ciclic (FIGURA 26). L'epinefrina mateixa, malgrat que estimul�

"\(a els receptors beta-adrenèrgics i que produia increments d'AMP

ciclic, no afectava significativament la proteïna dependent

d"AMP ciclic (FIGURA 26 i 338).

Tot això equival a dir que el mecanisme mitjançant

el qual les catecolamines estimulen la glicogenolisi als hepa-
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tòcits de rata és distint totalment de l'involucrat en l'acció

del mateix tipus causada pel glucagó. Hom podría argüir que la

fenilefrina o que l'epinefrina fins i tot en presència de prop�
nolol, causaven un increment important d'AMP cíclic i d'activi
tat proteïna quinasa en algún petit compartiment intracel.lular

i que aquests canvis, responsables de l'acció glicogenolítica,
no serien detectables en mesurar llAMP cíclic o la dissociació

de la proteïna quina sa totals. Contra aquesta suposició es pot
objectar que la fosforilasa i la glicogen sintasa, agregades
als grànuls de glicogen, es troben distribuïdes ubíquament pel
citosol (471) i que no sembla possible modificar llur activi­

tat sense incrementac significativament llAMP cíclic total.

Una altra possibilitat és que la proteïna quinasa dependent
d'AMP cíclic fos estimulada pel algun activador desconegut,foE
mat per acció de l'epinefrina o de la fenilefrina, l'efecte del

qual es perdés per dilució en el medi d'homogeneïtzació i

assaig. No ha estat observat, però, que la dissociabilitat de

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic estigui alterada

desprès del tractament dels hepatòcits amb agonistes alfa-adre­

nèrgics (338) ni que l'activitat de l'enzim, independenment
del seu grau de dissociació, estigui modificada de manera sen­

sible per l'efecte d'aquests agonistes (351, 338).

Cal concloure, doncs, que a les cèl.lules hepàtiques

estudiades, l'epinefrina, i, per extensió les catecolamines,

hi actuen predominantment per via alfa-adrenèrgica la qual no

involucra canvis ni d'AMP cíclic ni d'activitat proteïna quin�
sa dependent d'AMP cíclic.

Malgrat el paper predominant dels receptors alfa-adr�

nèrgics a l'acció de les catecolamines al fetge de rata, no

resta exclosa la possibilitat que en altres espècies animals els

receptors beta-adrenèrgics juguin un paper quantitativament més

important que aquí. Per exemple, ha estat assenyalat que l'iso-
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proterenol, un efector beta-adrenêrgic, és més efectiu que

l'epinefrina o la norepinefrina corn a activador de la fosfo­

rilasa i de la glicogenolisi al fetge de conill, de gat o de

gos (472-474)).

Si hom assumeix que ni els receptors alfa-adrenêrgics
que estan localitzats a la membrana plasmàtica, ni els agonis­
tes alfa-adrenèrgics no interactuen directament amb els enzims

del metabolisme del glicogen, cal postular l'existència d'un

missatger secundari intracel.lular per a aquestes acc�ons hor­

monals. Desestimada la funció de l'AMP cíclic en tal sentit

hom podria pensar en un altre nuclebtid cíclic. Ha estat des­

crit que els agonistes alfa-adrenèrgics incrementen el nivell

intracel.lular de guanosina 3':5' monofosfat cíclic (GMP cí­

clic) en plaquetes humanes (475) en glàndula parbtida de rata

(476) i també als hepatòcits isolats de rata (353), i que el

GMP cíclic estimula la glicogenolisi i la gluconeogènesi en el

fetge de rata perfós (372, 477, 478). La possibilitat que el

GMP cíclic estigui involucrat en l'acció de les catecolamines

sembla però, improbable. D'una banda perque les concentracions

de nucleòtid necessàries per causar efectes sobre la glicoge­
nolisi i la gluconeogènesi són 1.000 a 10.000 vegades més el�
vades que els nivells intracel.lulars observats. (479-481) .De

l'altra, perque també es produeixen increments de GMP cíclic

en l'acció de la insulina o de la carbamilcolina sobre hepat�
cits de rata (353) i sobre altres preparacions hepàtiques (481,

482) i aquests compostos no estimulen ni la glicogenolisi ni

la gluconeogènesi.

Estudis recents han presentat vàries evidències que

assenyalen a l'ion calci com a protagonista import�nt de l'ac­

ció dels efectors alfa-adrenêrgics i, de manera concreta., de

llur efecte activador de la fosforilasa als hepatòcits de ra­

ta (208, 209, 210). L'activ�ció d'aquest enzim per la fenile
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frina no estava acompanyada per una activació estable de la

fosforilasa quinasa cosa que sí succeía per efecte del gluc�
gó (208-210). Aquesta observació concordava amb la suposició
que la fenilefrina activava la fosforilasa quinasa de forma

solament al.lostèrica i que aquesta activació es perdia en ho­

mogeneïtzar les cèl.lules i diluir llur contingut citoplasmà­
tic. En els mateixos estudis s'observa que l'acció de la feni

lefrina sobre la fosforilasa desapareix si hom lleva el calci

del medi d'incubació dels hepatòcits. En treballs sobre els

hepatòcits incubats.en un medi amb 45Ca es pot observar que

els agonistes alfa-adrenèrgics fenilefrina i epinefrina més

propanolol estimulen la incorporació de l'isòtop a les cèl.lu

les (211). Aquest efecte pot ser conseqüència bé de l'activa­

ció del transport de Ca2+ cap a l'interior de la cèl.lula, bé

de l'inhibició de la seva sortida al medi o bé de l'acúmul de

l'ion a orgànuls subcel.lulars com les mitocondries o de la

capacitat de fixació del calci per part d'estructures membra­

noses de la cèl.lula. A més, hi ha el fet que el ionofor

A23187 que incrementa el pas de calci cap a l'interior dels he

patòcits (211) produeix l'estímul de la fosforilasa solament

si el cation és present al medi d'incubació (209,210,353) i

aquest efecte no va acompanyat de cap alteració al nivell

d'AMP cíclic.

Tant si el calci és el missatger intracel.lular dels

agonistes alfa-adrenèrgics (209) com si el seu increment a la

cèl.lula és provocat per un missatger encara desconegut, és

possible explicar que la glicogenolisi sigui impulsada mitjan­

çant simplement l'increment de la concentració intracel.lular

de l'ion perque hi cap la possibilitat de l'activació al.los­

tèrica de la fosforilasa quinasa per calci (208,210,338). De

manera similar a la fosforilasa quinasa muscular (191,199,200,

202) o a la de pannicle adip6s (483) I les formes de l'enzim

de fetge s6n activables "in vitro" per concentracions micromo-
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lars de calci (veure secci6 1.4.3.). Tenint en compte això,
l'acÚffiul de calci dins de la cèl.lula, provocat per un efector

alfa-adrenèrgic, arribaría a estimular la fosforilasa quinasa
i, a través d'ella, a activar la fosforilasa i la glicogenoli­
si en general.

Malgrat la versemblança de l'anterior explicaci6 no

poden ser desestimats altres mecanismes d'acci6 alfa-adrenèr­

gica; més tenint en compte que l'activitat de la fosforilasa

quinasa È en presència de ca2+ segueix essent bastant baixa

"in vitro". Sobre la possibilitat de fosforilaci6 de la fosfo

rilasa quinasa per vies independents d'AMP cíclic cal dir que

al múscul esquelètic acaba de ser descoberta una proteïna qui
nasa independent d'AMP cíclic i activable per modulador pro­

teic dependent de calci (veure secci6 1.4.2.3.). Aquesta pro­

teïna quinasa actua sobre la fosforilasa quinasa b i la passa

a la forma activa (87). També acaba de ser descrita una pro­

teïna quinasa present al teixit cerebral que es produeix a

partir d'una forma proenz í.mê t.Lca per pr'ot.eo Lí.s L dependent de

calci (196 i secci6 1.4.2.1.). Aquesta nova proteïna quinasa

catalitza la fosforilació de les subunitats de la fosforilasa

quinasa muscular i també és independent de llAMP cíclic (196).

Ara bé, el paper que les esmentades activitats quin�siques de­

pendents de calci poden jugar en l'acci6 alfa-adrenèrgica al

fetge no el sabem. D'una banda encara no ha estat provada

l'existència d'aquestes quinases al fetge, ni tampoc és co­

neix la possibilitat de llur trascendència fisiològica la qual

és dubtosa especialment en el cas de la proteïna quinasa acti

vable per proteolisi perque el procés de la seva activaci6 és

esencialment irreversible (196) i es realitza en presència de

concentracions elevades de ca2+ (196). l per altra part, si

proteïna quinases d'aquest tipus mediatitzèssin l'acció dels

agonistes alfa-adrenèrgics als hepatòcits, haurien de ser tro­

bades modificacions estables, per fosforilació, de la fosfori-
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lasa quinasa d'aquestes c�l.lules, h t t d
.

t cosa que no a es a escr�
ta per ara. Encara que l'activació de la fosforilasa quinasa

hepàtica alostèricament per calci o covalentment per proteïna

quinases governables per via alfa-adrenèrgica fós operativa
"in vivo" aquest efecte no podria ser l'explicació total dels

efectes glicogenolítics alfa-adrenêrgics. En efecte, si adme­

tem que la fosforilasa quinasa no pot actuar sobre la glicogen
sintasa (186) cal seguir pensant en altres mecanismes d'acció,

dependents o independents de calci, que impulsin l'inactivació

estable d'aquest enzim i que actuin a mercé dels estímuls al­

fa-adrenèrgics. Ja hem parlat del gran potencial glicogen sin­

tasa quinasa independet d'AMP cíclic present al fetge (ref.

14 i secció 1.6.). Intensíssimes activitats protamina quinasa

independents d'AMP cíclic també han estat observades per nosal

tres als extractes d'hepatòcits (FIGURES 4, 5 i 6). Malgrat no

ésser coneguda l'activació per hormones de cap de les glicogen

sintasa quinases caracteritzades fins al moment, aquesta possi
bilitat no pot ser desestimada. Clarament cal molt de treball

encara per determinar el paper, cas que el tinguin, d'aquestes

proteïna quinases independents d'AMP cíclic en el control hor­

monal, i concretament alfa-adrenèrgic, del metabolisme del gli

cogen.

Pel que fa referència al calci cal dir finalment que

el contingut intracel.lular de l'ion, hipotêtic objectiu imme­

diat dels estímuls alfa-adrenèrgics, també pot ser modificat

per glucagó. Aquesta hormona estimula, segons alguns autors,

l'entrada de 45ca als hepàtics (209,210,354). Altres no han p�

gut observar aquest efecte (211), però, en canvi, han trobat

que estimula la sortida de l'ion al medi si aquest és pobre en

calci (211). L'efecte del calci sobre l'acció glicogenolítica del

glucagó no és clar: mentre uns han observat disminucions nota­

bles d'aquesta acci6 en cél.lules incubades en la seva absència

(209), d'altres troben que la glicogenolisi causada pel glucagó
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no és gens afectada en aquestes condicions (210,483).

Malgrat l'òbvia necessitat de més dades sobre els mo

viments de calci a la cèl.lula, la tasca d'interpretaci6 del
seu paper esdevé dificultosa donat el desconeixement existent
sobre la concentració de les seves formes bioquímicarnent acti­
ves dins la cèl.lula i especialment dins de cada compartiment
sub-cel.lular. Futurs estudis han de resoldre aquesta qüestió
determinant quins s6n els mitjants que disposa la cèl.lula per

governar els moviments de l'ion i, alhora, clarificant el dile
ma de si el calci és controlat per hormones específiques o si,
inversament, és ell qui permet a certes hormones dur a terme

llurs efectes biològics.
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4.4. APROXIMACIÓ AL MECANISME D'ACCIÓ DE LA INSULINA.

La demostració del control de la glicogenolisi hepà­
tica per glucosa i algunes comunicacions negatives (365,366)
referents a l'efecte de la insulina sobre la glicogen sintasa

hepàtica havien contribuït plegades a fer del paper de la in­

sulina com a reguladora de la síntesi de glicogen al fetge de

mamífers una qüestió controvertida. Els resultats que presen­

tem recolzen fermament la possibilitat que el metabolisme he­

pàtic del glicogen sigui controlat directament per la insulina,

tal com havia indicat Larner basant-se en estudis "in vivo"

(329) o en fetge perfós (364,484). Els nostres resultats dema..§.
tren que la insulina contrarresta els efectes del glucagó i de

les catecolamines sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa

(FIGURES 41 a 43 i 46 a 51) i que ho fa de manera independent
d'altres efectors, concretament de la glucosa.

Els efectes de la insulina sobre el metabolisme del

glicogen al fetge que fins ara es trobaven descrits a la bi­

bliografia, havien estat obtinguts en presència de glucosa al

medi d'incubació. Per exemple, l'activació de la glicogen sin­

tasa per insulina en presència d'elevades concentracions de

glucosa ha estat observada en hepatòcits incubats en medis co�

plexes que contenien aminoàcids (367-369). La capacitat de la

insulina per contrarrestar l'efecte del glucagó sobre la fosf�
rilasa en cèl.lules hepàtiques en presència de glucosa també
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ha estat descrit recentment (208). La glucosa, per�, és capaç
per ella mateixa d'activar la glicogen sintasa i de inactivar
la fosforilasa (365, 366, 368, 370). La insulina, l'acció de
la qual també es tradueix en efectes glicog�nics, té un efecte
ben conegut i demostrat d'afavoriment de l'entrada de glucosa
cap a l'interior de cêl.lula hepàtica (358�360). L'efecte gli­
cogènic de la insulina (355-357) o els seus efectes concrets

sobre la glicogen sintasa (367-369) i la fosforilasa (208)
observats "in vivo" en presència de glucosa, h-om pot sentir-se in­

clinat a atribuir-los a l'efecte d'acció de masses de l'entra

da massiva de monosacàrid a la cêl.lula i també a efectes

al.lostêrcis de la glucosa o, més propiament, dels seus meta­

bolits sobre els enzims esmentats. Partint d'aquest punt hom

podria dubtar d'efectes de la insulina, directes i independents
de l'entrada de glucosa, sobre els sistemas reguladors del me­

tabolisme del glicogen.

Els efectes de la insulina que hem observat en absèn­

cia de glucosa proven que l'hormona pot controlar al fetge la

interconversió de la glicogen sintasa i de la fosforilasa i

que ho fa decantant el sistema vers l'afavoriment de la sínte­

si del glicogen. El manteniment de les cèl.lules hepàtiques en

absència de glucosa consistia, segons que hem descrit, en resu�

pendre-Ies en un medi que no contenia ni glucosa ni cap substrat

gluconeogènic, sino que únicament estava constituït a base de

cations�i anions minerals. Les cè�.lules utilitzades no conte­

nien quantitats apreciables de glicogen car procedien d'animals

mantinguts en dejuni les 24 hores prèvies als experiments. Per

tant, no era possible l'aparició de glucosa al medi per activi­

tat glicogenolítica de les cèl.lules.

S'ens podria objectar que una certa quantitat de glu­

cosa podria fer aparici6 per efecte de l'activitat gluconeogè­

ni ca dels hepatòcits o, si més no, procedent de les cèl.lules



256

que al llarg del període d'incubaci6 sofreixen algún damnatge
i vessen llur contingut al medi. S'ens podria dir que la glu­
cosa així present podria ser capaç "per se" d'activar la gli­
cogen sintasa i de inactivar la fosforilasa i que aquest efec

te, potenciat per la insulina, no seria en realitat la conse­

qüència directa de l'acci6 d'aquesta hormona. Certament que hi

havia glucosa al medi que contenia els hepatòcits en els nos­

tres experiments amb insulina. Concentracions al voltant de

0,1 mM eren detectables al final de les preincubacions amb in­

sulina i s'incrementaven fins a un maxim de 0,3 mM durant

els períodes d'incubaci6 que seguien. Ara bé, ni la glucosa so

la actuant sobre hepatòcits control i�cubats sense hormones,
ni la glucosa en presència d'insulina sola tenien cap efecte

detectable sobre la glicogen sintasa o la fosforilasa (FIGURA

40). Això prova que lleus contaminacions amb glucosa no tenen

cap efecte significatiu sobre el sistema estudiat.

La disminució per la insulina dels efectes del gluc�
gó i dels agonistes alfa-adrenèrgics sobre la glicogen sintasa

i la fosforilasa té una amplitud limitada. Això, però, no li

treu la possibilitat de ser fisiològicament efectiva. La insu­

lina, fins i tot a concentracions elevades, solament era efec­

tiva contra concentracions moderades de les hormones glicogen�
lítiques. Resultats similars han estat obtinguts en l'estudi

de l'acció d'aquestes hormones sobre la gluconeogènesi en fet­

ge perfós (373, 485). Cal dir que les concentracions de gluca­

gó i catecolamines que no responen a la insulina estan notabl�
ment per damunt de l'intérval de concentracions fisiològiques

que presumiblement tenen lloc a la sang portal i que són de

10-10 M a 10-9 M pel glucagó (486, 487) i al voltant de 10-9 M

per l'epinefrina (488). D'altra banda, l'efecte màxim de la in

sulina sobre les accions del glucagó i dels agonistes alfa-adr�

nèrgics era observable quan les concentracions de les hormones

glicogenolítiques (glucag6 3 x 10-10 M i epinefrina 10-8 M) es-
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taven compreses en l'interval fisiològic de concentracions.

Les relativament petites modificacions de les activi

tats glicogen sintasa i fosforilasa causades per la insulina

en hepatòcits incubats amb efectors glicogenolítics poden re­

presentar canvis importants d'activitat enzimàtica en condi­

cions fisològiques. Aquesta aseveració es recolza en estudis

(289,290) sobre la relació fosforilacióXactivitat realitzats

sobre la glicogen sintasa, l'activitat de la qual és la que

experimenta aparentm�nt les variacions més petites per acció

de la insulina en les nostres condicions.

La interpretació de canvis modestos de la proporció

de forma independent seria difícil de fer sobre la base d'un

model de glicogen sintasa consistent en dues formes, la fosfo-

rilada i . inactiva, i la desfosforilada i activa, inter-

convertibles per procesDs de tipus tot-o-res. La fosforilació

múltiple de la glicogen sintasa, en canvi, determina l'apari­

ció de relacions activitat enzimàtica/grau de fosforilació que

no són lineals sinó sigmoidees (289) de manera que en situacions

extremes de fosforilació o desfosforilació de la glicogen sin­

tasa l'activitat de l'enzim varia poc quan hi ha modificacions

petites del grau de fosforil�ció. En canvi, en les situacions

de contingut de fosfat intermedi (2,0 � 0,5 fosfats per subu­

nitat de sintasa en el cas del múscul esquelètic) l'activitat

de l'enzim és àmpliament modificable per petits canvis en la

proporció de fosforilació o, si es vol, de glicogen sintasa

independent. La hipòtesi (289,274) fornida a base de les pre­

diccions derivades d'aquests fets dona relleu als efectes ge­

neralmente força modestos que les hormones exerceixen sobre la

glicogen sintasa dels teixits de mamífer.

Si el glucagó i els efectors alfa-adrenèrgics actUen

per mecanismes no relacionats, resulta difícil de pensar que la
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insulina contrarresti llurs efectes per un mecanisme comú i

és molt poc probable que l'acci6 de la insulina vagi dirigida
a interactuar amb un únic punt determinat de les seqü�ncies
d'esdeveniments impulsades per aquells agents glicogenolítics
a la c�l.lula del parènquina hepàtic.

Una manera corn la insulina disminueix l'efecte del

glucagó es pot explicar, d'antuvi, per la interacci6 amb el

nivell intracel.lular d'AMP cíclic. Durant la investigació de

l'acci6 de la insulina observàrem que l'acUrnul d'AMP cíclic

causat pel glucagó era molt menor si hi havia insulina al me

di (FIGURES 44 i 45). Aquest fet estava ja descrit en treballs

sobre el fetge perf6s (169,375) o sobre els propis hepatòcits

de rata isolats (289) i s6n possibles diverses explicacions

teòriques que el justifiquin. La insulina podria interactuar

bé amb l'adenil ciclasa, bé amb la nucleòtid cíclic fosfodies­

terasa. L'existència de resultats positius i de negatius sobre

cada una d'aquestes possibilitats ha fet el terna controvertit.

Ha estat descrit per diferents laboratoris (376-378) que la

insulina inhibeix l'activitat adenil ciclasa quan aquesta és

estimulada pel glucag6 a les membranes de c�l.lules hepàtiques.

Aquesta troballa no ha pogut ser confirmada per altres grups

(37, 489-492). Juntament amb treballs que neguen l'efecte de

la insulina sobre la fosfodiesterasa hepàtica (354,493),

n'hi ha d'altres (38,344,345) que indiquen que la insulina es­

timula l'activitat de la forma de baixa Km de l'enzim. L'efec­

te hormonal sobre la fosfodiesterasa no sembla relacionat amb

laintervenci6 del modulador proteic, dependent de calci, de la

fosfodiesterasa (75,78) car aquest no afecta a la forma enzi­

màtica activable per insulina (68). Aquesta mateixa fosfodie�

terasa pot ser estimulada, en certes condicions, pel glucagó

(68) i aquest efecte és relacionable amb l'increment d'AMP cí­

clic causat per l'hormona. Resulta obvi que per al cas de la

insulina l'increment d'AMP cíclic no pot ser el responsable
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d'aquest efecte sobre la fosfodiesterasa . Resumint, el meca­

nisme mitjançant el qual la insulina activa la fosfodiesterasa

o inactiva l'adenil ciclasa resta desconegut.

Una tercera possibilitat de interferència de la in­

sulina amb l'acció del glucagó és a nivell de la proteïna qu�
nasa dependent d'AMP cíclic. No ens estem referint ara a la

menor activació d'aquesta quinasa quan la producci6n d'AMP cí­

clic per glucagó es més baixa degut a la presència d'insulina

(459), sinó al possible efecte directe de l'hormona sobre la

sensibilitat de la proteïna quinasa a l'AMP cíclic, o dit

d'una altra manera, a l'efectivitat d'aquest compost per dis­

sociar l'enzim. En aquest sentit ha estat descrita la inacti­

vació de la proteïna quinasa desprès del tractament amb insu­

lina (364,494,495). L'existència d'un inhibidor hipotètic

d'aquest enzim que apareixeria a la cèl.lula sota l'efecte de

la insulina ha estat suggerit per Larner (495,496).

També ha estat indicada una acció de la insulina so­

bre les fosfatases hepàtiques (497,498). Altres estudis asse­

nyalen que la insulina no produeix modificacions estables de

la protelna (glicogen sintasa) fosfatasa (346), la qual cosa,

no exclou la possibilitat que l'acció de l'hormona sobre

aquest enzim es basi en potenciar l'acció al.lostèrica d'algun

metabolit com la glucosa i la glucosa 6-fosfat que "in vitro"

estimulen les activitats sintasa fosfatasa (269,249)' i fosfori

lasa fosfatasa (253,321).

Amb la predicció i àdhuc amb la comprovació de certs

efectes de la insulina sobre el mecanisme d'acció del glucagó

i, més concretament, sobre l'elevació d'AMP cíclic als hepatò­

cits, no és possible explicar d'una manera completa el meca­

nisme de control del metabolisme hepàtic del glicogen per la

insulina tenint en compte que aquesta hormona també disminueix
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l'efecte dels agonistes alfa-adren�rgics (FIGURES 46 a 51), i

que el mecanisme d'acci6 d'aquests és com hem explicat, inde­

pendent dels increments d'AMP c1clic.

De les hipòtesis sobre el mecanisme d'acció alfa­

adrenèrgica, la que involucra canvis en la concentraci6 intra­

cel.lular de calci és la més versemblant, almenys per a expli­
car l'efecte sobre la fosforilasa (208-210). L'hipòtesi es ba­

sa de manera precisa en l'observació d'increments de la con­

centració de calci al citoplasma per l'estímul de l'entrada

de l'ion als hepatòcits (211). Si la-interferència de la insu­

lina amb èls agonistes alfa-adrenèrgics es realitza a nivell

de les concentracions de calci, semble molt dif1cil pensar que

això es faci a través també d'increments del seu nivell cito­

plasmàtic.

La hipòtesi de l'acció de la insulina mediatitzada

per l'increment citoplasmàtic del calci (499-505) basada en

que l'hormona estimula la seva aparició al medi a partir

d'adipòcits i múscul soleus de rata (356) ha de ser, doncs,

desestimada. Malgrat això, sembla clar que la insulina pot iE
duir modificacions en la distribució intracel.lular del calci

als hepatòcits (512) i a altres cèl.lules (506-508). La redi�
tribució del calci dins de les cél.lules és un component eseE

cial de moltes de llurs respostes metabòliques i fisiològiques

(509), tant, que hom ha suggerit que el calci és el missatger

secundari de la insulina (507,508,510). Aquesta afirmaci6, pe­

rò, no és sostenible experimentalmente (506-508). Tenint en

compte els efectes esmentats sobre la distribució intracel.lu­

lar del calci i d'interacció de la insulina amb l'efecte d'al­

tres hormones sobre el transport de l'ion (211) cal admetre

però, l'existència d'alguna mecanisme o missatger intracel.lu­

lar que enllaci l'estímul de recepci6 de la insulina amb les

claus que governen els moviments de l'ion dins de la cèl.lula.
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I, al capdevall, els canvis de distribuci6 del calci poden mo­

dificar l'activitat dels enzims que hi s6n sensibles. Per tant,
ha semblat oportú (508) postular que el calci forma part d'un

sistema missatger terciari de l'acci6 hormonal de la insulina.

L'espècie del calci bioquímicament "activa" és la

ionitzada i representa solament una petita porci6 del contin­

gut total de calci (511) la qual cosa afegeix una complexitat
addicional considerable a l'estudi de les accions en les quals
intervé. El caràcter i el significat del moviment intracel.lu­

lar de calci originat per la insulina sera durant bastant temps
matèria de discussió en la qual nosaltres ara no hi hem d'en­

trar en profunditat perque no l'hem estudiat directament. Els

nostres resultats, ben entés que no indiquen necessàriament

que la insulina actua rebaixant el calci citosòlic,constituei­

xen, això sí, un seriós argument en contra d'aquelles teoríes

que sostenen que l'hormona actua incrementant el calci citosò­

lic (499-505).

En sumari, el glucagó impulsa la glicogenolisi al

fetge per una cadena de reaccions similar a l'evidenciada al

múscul esquelètic per l'epinefrina , i la insulina el contra­

resta , en absència de glucosa, interactuant almenys amb l'in­

crement d'AMP cíclic. L'estímul de la glicogenolisi per les

catecolamines als hepatòcits de rata, que té caràcter essen­

cialment alfa-adrenèrgic i que no involucra els mecanismes i�
termedis de l'acció del glucagó, també és disminuït per la iE
sulina, que en aquest cas potser actua modificant el metabolis

me intracel.lular del calci. La possibilitat d'un mecanisme

d'acció immediata de la insulina que no involucri ni l'AMP cí­

clic ni el calci, ni tampoc efectes al.lostèrics per metabolits,

no pot ser deixada de banda.

La reevaluaci6 global dels mecanismes que intervenen
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en la regulació hormonal del metabolisme hepàtic del glicògen,
tan complexa, resulta oportuna, i àdhuc inajornable.



5. CONCL U S rON S
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* Les preparacions homogènies de cèl.lules parenquimàtiques
de fetge intactes i isolades a partir d'un sol animal peE
meten estudiar moltes variables alhora en un mateix fetge

proporcionant simultàniament controls experimentals in­

terns. Per tal motiu constitueixen un sistema extremada­

ment adequat per l'estudi de respostes hormonals i metabò

liques al fetge.

* La tècnica utilitzada per l'isolament de cèl.lules paren­

quimàtiques de fetge de rata, la qual és combinació i mo­

dificació d'altres tècniques descrites.a la bibliografia,

resulta altament satisfactòria car:

• Es troba entre les de major rendiment quant a propor­

ció de cèl.lules recuperades.

• Una proporció molt elevada dels hepatòcits isolats

és metabòlicament viable. Aque s tes
....,çèl.lules conser

ven la sensibilitat als efectors que han de passar

del medi a llur interior (dibutiril AMP cíclic,etc)

i als produétes que interactuen amb receptors especí

fics de la membrana plasmàtica (hormones, agonistes

i antagonistes adrenèrgics, etc.).

• Durant el període de realització de cada experiment

els valors basals dels paràmetres objecte d'estudi

(activitats enzimàtiques, nivells d'AMP cíclic,etc.)

es mantenen sense canvis significatius en les cèl.lu

les control.
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* Per a l'obtenció de rendiments satisfactòris quant a nombre

i viabilitat dels hepatòcits, i estabilitat metabòlica i

de resposta als efectors extracel.lulars, és necessària

l'observació de les següents condicions en la tècnica d' iso

lament:

• Rapidesa en la preparació quirúrgica dels animals.

• Oxigenació intensa del medi de per fus í.ó hepàtica i

aplicació de f'Íuxes de perfusió elevats.

• L'extensió del període de perfusió dels fetges amb c�

lagenasa cal que obeeixi a un compromís entre els temps

massa breus que fan incompleta la digestió de la trama

de colagen hepàtica, i les exposicions massa perllonga­

des que poden ocasionar damnatges a les estructures

cel.lulars exposades a l'exterior.

* La proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic hepàtica es pr�

senta almenys en dues formes holoenzimàtiques (HI i H2) que

són revelables després d'electroforesi en gels de poliacri­

lamida. Es fan evidents en aquests gels tant.per fixació

d'AMP cíclic com per llur capacitat de fosforilació de pro­

teïnes amb (y32p)ATP. Presenten les següents característi-

ques:

• Els pesos moleculars dels dos holoenzims tenen un va­

lor aproximat de 108.000 daltons. El de la subunitat R

té un valor d'aproximadament 72.000 daltons. El pes m�

lecular de la subunitat catalítica és estimat en 36.000

daltons.
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• Aparentment la forma H és la més abundosa i la més
l

fàcilment dissociable tant "in vitro" per AMP cfclic

com en els hepatòcits per efecte del glucagó.

• L'eliminació per gel-filtració de llAMP cíclic present
en forma lliure als extractes crus dels hepatòcits de

rata no provoca la reassociació de les subunitats de

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic quan aque�

tes es troben dissociades "in vitro". Al mateix temps

la gel-fil�ració permet observar que aquests extractes

contenen una certa quantitat d'AMP cíclic lligada a es

tructures macromoleculars.

* Les fonts potencials d'error inherents a l'estudi de les

proteïna quinases dependents d'AMP cíclic no afecten· al

mètode experimental utilitzat car:

• L'estat de dissociació de la proteïna quinasa depen­

dent d'AMP cfclic als extractes procedents d'hepatò­

cits incubats sense hormones és molt baix. Aquest fet

treu qualsevol importància a la possibilitat de diss�
ciació de la proteïna quinasa durant el procés d'hom�

geneïtzació per alliberament de llAMP cfclic que es

pugui trobar segrestat per alguna estructura macromo­

lecular de la cèl.lula fins a aquell moment.

• Si la proteïna quinasa és dissociada per tractament

específics "in vivo" o "in vitro" es m�nté inalterada

ment en aquest estat en els extractes crus durant pe­

ríodes prolongats, àdhuc després d'eliminar per gel­

filtraci6 llAMP cíclic lliure d'aquests extractes.

to �
"
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Això fa molt improbable la possibilitat d'errors deri­

vats de la reassociació espontània de les subunitats

de la proteïna quinasa en els extractes.

* Als extractes d�hepatòcits de rata hi existeixen almenys
dues proteïna quinases l'activitat de les quals no és

afectable per M1P cíclic "in vitro" ni aparentment per

hormones que, .
com el glucagó, incrementen el contingut

intracel.lular d'AMP cíclic. L'activitat d'aquestes pro­

teïna quinases independents d'AMP cíclic sobre protamina
és molt més important quantitativament que la correspo­

nent a les dues formes dependents d'AMP cíclic.

* El glucagó impulsa la glicogenolisi al fetge per una cad�
na de reaccions similar a l'evidenciada per l'acció de

l'epinefrina al müscul esquelètic. Hem identificat els se

güents esglaons:

• El glucagó indueix un fort increment de la concentra­

ció intracel.lular d'AMP cíclic als hepatòcits isolats

de rata. L'interval de concentracions de glucagó efec­

tives sobre l'acumulació d'AMP cíclic coincideix amb

el descrit corn a efectiu en l'estimulació de l'adenil
-10 -7

ciclasa hepàtica (10 M a 10 M) .

• El glucagó causa la dissociació de }'holoenzim HI de

la proteïna quinasa dependent d'AMP cíclic de les

c�l.lules parenquimàtiques de fetge via l'elevació del
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contingut intracel.lular del nuclebtid.

• A les cèl.lules parenquimàtiques de fetge de rata el

glucagó hi activa la fosforilasa, incrementant-ne la

forma�, inmediatament després d'augmentar el contin

gut d'AME cíciic i de dissociar la proteïna quinasa

dependent d'aquest nuclebtid. Aquest efecte és inde­

pendent de l'estat nutricional dels animals dels quals

procedeixen els hepatòcits.

• El glucagó produeix la inactivació de la glicogen sin

tasa als hepatòcits procedents d'animals mantinguts

en dejuni les 24 hores p�êvies als experiments. La

inactivació de la glicogen sintasa per acció del glu-

.cagó és dosi-dependent i és atribuïble a la fosfori­

lació per la proteïna quinasa dependent d'AME cíclic.

• Els hepatòcits procedents de rates alimentades nor­

malment i sacrificades en període postprandial pre­

senten un sistema glicogen sintasa �ue aparentment no

és inactivable pel glucagó ni pels altres agents gli­

cogenolítics assajats (epinefrina i fenilefrina).

• La màxima amplitud de l'efecte del glucagó i dels al­

tres agents glicogenolítics assajats, sobre la glico­

gen sintasa apareix amb posterioritat a la màxima am­

plitud de l'efecte sobre la fosforilasa.

• L'acció del dibutiril AMP cíclic sobre la glicogen sin

tasa i la fosforilasa és del mateix signe i caracterís

tiques que la del glucagó. Els experiments amb dibuti­

ril AMP cíclic èonstitueixen una prova addicional de

que llAMP cíclic incrementat pel glucagó és plenament

apte per mediatitzar la seva acció sobre els enzims es
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mentats.

* L'epinefrina activa enèrgicament, i d'una manera dosi-d�
pendent, a la fosforilasa de cèl.lules parenquimàtiques de

fetge de rata i, si aquestes procedeixen d'animals mantin

guts en dejuni, també hi inactiva la glicogen sintasa.

Tant el caràcter com la seqüència temporal d'aquestes mo­

dificacions coincideixen amb les derivades de l'acció del

glucagó.

* Malgrat la coincidència de llurs efectes sobre la glico­

gen sintasa i la fosforilasa, l'actuació del glucagó i la

de l'epinefrina presenten diferències fonamentals:

• Sobre una base molar l'epinefrina és 50 a 100 veg'ades

menys efectiva glicogenolíticament que el glucagó.

• L'increment d'AMP cíclic causat per una concentració

d'epinefrina màximament efectiva sobre la fosforila­

sa és unes 20 vegades menor que l'observat amb la con

centració de glucagó que activa a la fosforilasa de

forma equivalent.

• L'epinefrina no provoca la dissociació de la proteïna

quinasa dependent d'AMP cíclic ni tan sols quan l'hoE

mona es troba en concentracions elevades que incremeE

ten significativament l'AMP cíclic intracel.lular.
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* El mecanisme d'acció de l'epinefrina sobre el metabolisme

del glicogen a l'hepatòcits de rata és predominantment m�
diatitzat per la seva interacció amb els receptors alfa­

adrenèrgics, i està pràcticament desvinculat de l'activa­

ció de l'adenil ciclasa i dels fenomens que s'en deriven

directament perque:

• L'increment d'activitat fosforilasa o la disminució

de l'activitat glicogen sintasa produïts per l'epine­
frina són molt més persistents que les débils eleva­

cions d'AMP cfclic causades per les concentracions al

tes de l'hormona.

• L'acció de l'epinefrina sobre la fosforilasa i la gl�
cogen sintasa no és afectada per tractament dels hep�
tòcits amb l'antagonista beta-adrenèrgic propanolol,
tot i que aquest tractament bloqueja l'elevació d'AMP

cfclic causada pel caràcter débilment beta-adrenèrgic
de l'epinefrina.

• Els antagonistes alfa-adrenèrgics fenoxibenzamina i feE
tolamina bloquejen acusadament l'activació de la fos­

forilasa i la inactivació de la glicogen sintasa causa­

des per l'epinefrina.

• La fenilefrina, un agonista alfa-adrenèrgic al fetge,

és clarament capaç d'activar la fosforilasa i d'inacti

var la glicogen sintasa de cèl.lules parenquimàtiques

de fetge de rata. La seva acció no està acompanyada

per increments detectables d'AMP cfclic ni per la dis­

sociació de la proteïna quinasa dependent d'aquest nu­

cleòtid.
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* Els resultats que presentem recolzen fermament la possibi­
litat que el metabolisme del glicogen al fetge sigui con­

trolat de manera directa per la insulina car:

• La insulina contrarresta d'una manera dosi-dependent
els efectes del glucagó i dels agonistes alfa-adrenèr­

gics sobre la glicogen sintasa i la fosforilasa de

cèl.lules parenquimàtiques de fetge.

• L'acció de �a insulina observada es produeix en absèn�

cia de glucosa i, per tant, no és deguda a la poten­

ciació, per part de la insulina, dels efectes d'aquest
monosacàrid sobre les activitats dels enzims esmentats.

* L'acció de la insulina contraposada a la del glucagó pot

ésser explicada, almenys en part, pel fet que la insulina

disminueix el nivell intracel.lular d'AMP cíclic incremen

tat pel glucagó.

* Com que el glucagó i els agonistes alfa-adrenèrgics actuen

sobre la fosforilasa i la glicogen sintasa per mecanismes

diferents, i donat que al mecanisme d'acció dels efectors

alfa-adrenèrgics nO hi intervé l'AMP cíclic, cal dir que

la insulina disminueix les accions d'aquests compostos per

un mecanisme diferent del basat en rebaixar el nivell

d'AMP cíclic incrementat per una hormona glicogenolítica.
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* Els resultats referents a la disminuci6 de l'efecte dels

agonistes alfa-adrenèrgics sobre la fosforilasa i la gli

cogen sintasa per la insulina constitueixen un seri6s arg�

ment en contra d'aquelles teories que sostenen que la in­

sulina actua incrementant en contingut citosòlic de calci.

Efectivament, resulta molt difícil que els agonistes alfa­

adrenèrgics, que incrementen clarament el contingut intr�
cel.lular de calci, i la insulina, responsables d'efectes

contraposats, actuin a través del mateix mecanisme.
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