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ABREVIATURAS

ADP: adenosin difosfato

A max: actividad méaxima

AMP: Adenosin monofosfato

ATP: adenosin trifosfato

BSA: albUmina bovina sérica

cAMP: adenosin monofosfato ciclico

CAMP-(H®): cAMP tritiado

db-cAMP: dibutiril adenosin monofosfato ciclico

DEAD-celulosa: dietiaminoetil celulosa

EDTA: acido etilendiamino tetracético

FFA: &acidos grasos libres

G-1-P: glucosa-1l-fosfato

G-6-P: glucosa-6-fosfato

HEPES: &cido 4-(2-hidroximetil)-piperazinaetansulfdnico

IMP: inosin monofosfato

Ka: concentracidn de hormona que estimula la mitad de
la actividad méaxima

Kp: constante de Michaelis

KRB+K': Krebs Ringer bicarbonato (rico en potésico)

KRB+Na+: Krebs Ringer bicarbonato (rico en sodio)

NAD: nicotinamida adenin dinucledtido (oxidado)

NADH: nicotinamida adenin dinucledtido (redicido)

Pi: fosfato inorgénico



PK: proteina quinasa

PPi: pirofosfato inorgéanico

TG: triglicérido

Tris HCl: trihidroximetil-aminometano clorhidrato
|U_l4C|glucosa: glucosa uniformemente marcada en
UDP: uridin-difosfato

UDPG: uridin difosfo glucosa

UTP: uridin trifosfato
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INTRODUCCION




1. GLUCOGENO HEPATICO

1.1. Importancia fisioldgica del glucébdgeno

Aunque el glucédgeno se encuentra en casi todos los
tejidos, es en el higado y en el masculo donde tiene
una mayor importancia cuantitativa para el metabolismo
de todo el organismo.

La funcidn del glucdgeno hepatico es la de servir
de reserva de glucosa, la cuidl puede ser répidamente
formada a partir del glucdgeno, cuando las necesidades
del organismo asi lo requiera. La capacidad para el al-
macenamiento del glucdgeno estd limitada simplemente por
la cantidad de espacio que puede ocupar en el citoplasma.

Bajo condiciones apropiadas, por ejemplo, animal
bien alimentado (o con dieta rica en carbohidratos), el
glucdgeno hepatico es del orden deISO mg/g de tejido
fresco (es decir, 250‘Pmol de glucosa almacenada bajo
forma de glucdgeno por gramo de higado; el total del
glucdgeno hepatico es de aproximadamente 0.4 g en rata
y 70 g en el hombre.

Por otra parte, en el miGsculo se encuentran, por
término medio, 120 g de glucdbgeno.

La degradacidén del glucdgeno por la fosforilasa da
como resultado la formacidn de hexosas monofosfatos, las
cuales en el higado pueden ser utilizadas al menos para

dos propbsitos:



a) Degradacién. via glucolisis, para proporcionar ener-
gia y actuar como intermediario en procesos biosinté-
ticos.

b) Hidrdélisis a glucosa en la reaccidn catalizada por

la glucosa-6-fosfatasa:

Glucosa-6-fosfato —— Glucosa + Pi

La hidrdélisis de glucosa-6-fosfato es de gran
importancia, dado que significa que el glucbdgeno hepa-
tico almacenado puede ser utilizado para mantener los
niveles de glucosa sanguinea en condiciones en las que
podria producirse una importante caida de los niveles
de glucosa plasmatica de no existir este mecanismo
(por ejemplo: excesiva secrecidén de insulina, estados
de ayuno, o ausencia de carbohidratos en la dieta).
Sin embargo, no hay suficiente glucdgeno almacenado en
el higado, para mantener los niveles de glucosa en la
sangre en periodos de ayuno prolongado (el glucbgeno
hepatico dura de 12 a 24 h de ayuno tanto en el hombre
como en la rata) y la glucosa poder entonces ser sin-
tetizada por via neoglucogénica.

El glucdgeno hepédtico es probablemente solo utili-
zado de forma parcial entre-comidas y en un grado ele-
vado durante el ayuno nocturno. También el ejercicio

fisico incrementa la degradacidén del glucdgeno hepéatico.



En el masculo, el glucdgeno funciona solamente
como una reserva de combustible para producir ATP du-
rante la contraccidn. De acuerdo con esta funcidn, el
masculo esquelético carece de la enzima Glucosa-6-
fosfatasa y consecuentémente es incapaz de convertir
la glucosa-6-fosfato en glucosa. La actividad de la fos
forilasa en masculo es generalmente muy alta. Esto es
necesario ya que el glucdégeno debe ser degradado rapida-
mente en orden a producir energia con suficiente velo-
cidad para la contraccidn muscular.

Los misculos esqueléticos pueden ser divididos al
menos en dos tipos: rojo (aerobio) y blanco (anaerobio).
Ambos difieren en apariencia y metabolismo; asi el mis-
culo rojo tiene una rica vascularizacibén y muchas mito-
condrias. Posee una alta capacidad para oxidacidén aerd-
bica de la glucosa y los acidos grasos.

El abastecimiento de estos combustibles por la san-
gre, seria suficiente para proveer energia metabdlica
para actividades mecéanicas moderadas. Si el requerimien
to energético necesario para la contraccibdn excede la
cantidad de energia producida a partir de la glucosa
y/o de los acidos grasos, el glucdgeno puede ser degra-
dado hasta 002 y H20, para proporcionar energia adicio-

nal para periodos mas largos de contraccidn.



En situaciones de ejercicio violento (con baja dis
ponibilidad de 02) el glucdgeno sélo puede ser degradado
hasta lactato. en esta situacidén, la glucogenolisis pue
de ser alta dado que la cantidad de ATP producida por
anaerobiosis es menos del 10% de la producida aerdbica-
mente. Sin embargo, la reserva de glucdgeno se agota
rapidamente y el ATP extra producido puede ser solo
mantenido por un corto periodo de tiempo.

Los masculos blancos se coﬁtraen violentamente en
un corto espacio de tiempo, por 1o que su metabolismo
esta perfectamente adaptado a este papel: poseen una
pobre vascularizacidén, pocas mitocondrias y una baja
actividad del ciclo TCA, pero una alta capacidad para
la degradacidén del glucdgeno via glucolisis. E1 almace-
namiento de glucdgeno en los misculos blancos es mayor
gque en el rojo: por ejemplo el misculo pectoral de un
ave doméstica (blanco) y el corazdn de una rata (rojo)
contienen respectivamente aproximadamente 12 y 20/pmoles
de residuos de glucosa como glucdgeno por gramo de mis-
culo fresco. En el masculo blanco la actividad de 1la
fosforilasa es aproximadamente IOO/pmol/min/g, compa-
rado con los aproximadamente ZO‘Pmol/min/g en el mas-
culo rojo. Por tanto la degradacidén del glucdgeno
ocurre répidamente en misculo blanco a pesar de su
pobre vascularizacidén y a una baja actividad de hexo-

quinasa (2/Pmol/min/g);



Glucégeno\“ 7lactato
Glucosa-6—fpsfato)7—q<TPiruvato

7 S
Glucosa ADP ATP CO2-+H20

1.2. Estructura y propiedades del glucdgeno

El glucdgeno es un polisacérido ramificado, no re-
ductor, constituido por unidades « -D-glucosa. Posee
un peso molecular muy elevado (varios millones) pero
variable; ello depende del estado de ayuno o alimenta-
cidén del animal, de tal forma que la concentracidén de
glucdgeno en el higado de un animal normal puede variar
de 0.1 a 5% (g de glucosa/100 g de tejido).

La mayoria de los residuos de glucosa en el glucd-
geno estan unidos por enlaces glucosidicos ¥ -(1.4) for
mando cadenas lineales. estas cadenas se encuentran
ramificadas cada 10-12 unidades de glucosa, mediante
enlaces A -(1.6), dando lugar, en conjunto, a una es-
tructura arborescente (Fig. 1).

Una interpretacidén més actual de 1la molécula de
glucdgeno parte de la definicidn de las particulas «
y{B de glucdgeno. En el higado de mamifero, el glucbd-
geno esta presente en forma de rosetas de un didmetro
aproximado de O.l}pM (LUFT, J.H., 1956). Estas grandes

estructuras se conocen con el nombre de particulas

de glucdgeno y estan constituidas por subunidades lla-

madas particulas B de glucdgeno (DROCHMANS, P. 1962).




Fig.

1.~ Estructura del glucogeno (Cori, 1.953)

Las unidades glucosidicas enlazadas por uniones X -1,4 estén
representadas por circulos claros; las unidas por enlaces «
-1,6 estan representadas por circulos negros. 'R'representa el
extremo reductor del glucogeno. Las estricturas de los frag-

mentos "a" y "b" se muestran mas en detalle.



Las subunidddes f3 son iguales en tamafio (aproximada-
mente 15-20 nm de diédmetro) Yy poseen el mismo aspecto
de las encontradas en misculo y otras células de mami-
feros; posiblemente corresponde a la estructura rami-
ficada, considerada como molécula de glucdgeno. Los
cadlculos basados en las dimensiones de las particulas
y en la densidad del glucdgeno, permiten una estimacién
aproximada del peso molecular de las particulas B de
4 x 106 y de 400 x lO6 para las particulas <« (REVEL,
J.P. 1964). DEVOS y HERS (1980) han presentado un mo-
delo hipotético para explicar la organizacibén intra-
molecular de estas particulas (Fig. 2). En esta figura
se observa como las moléculas de glucdgeno, correspon-
diente a particulas B3 , estéan formadas por cadenas
internas y externas; estas cadenas externas corresponde
aproximadamente al 50% de la masa del glucdgeno.

Las particulas « estan formadas por un gran na-
mero de subunidades B8 (aproximadamente 30). En el mo-
mento actual, no es aun conocido si estas subunidades
estan unidas covalentemente o no. Existe una posible
hipétesis, por la cuil estas subunidades 3 serian sin-
tetizadas en un orden definido (flechas) dentro de una
particula & y degradadas en sentido inverso; de igual
forma parece también que existe un orden en la sintesis
y degradacidén de las particulas &« ; esta segunda hipd-
tesis requiere la existencia de una unidén fisica o di-

namica entre varias particulas al .



‘V CADENAS EXTERNAS
ORGANIZACION CADENAS INTERNAS
INTRAMOLECUL AR

ORDEN PARTICULAS BETA

ORDEN
PARTICULAS
ALFA T T

HIPOTETICA UNION ENTRE

PARTICULAS ALFA

Fig. 2.- Estrictura del glucogenoc (Devos y Hers, 1.980)
Particulas & y p, .
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En cuanto a las propiedades fisico-quimicas del

glucdgeno, las mas importantes son las siguientes:

a)

b)

c)

d)

e)

En un estado deshidratado posee un color blanco y
un aspecto pulvurulento. En disolucidén acuosa pre-
senta un aspecto lechoso y opaco, dependiendo de su

concentracidn.

Es insoluble en alcohol etilico, alcanzandose la
maxima insolubilidad al 66% (v/v). Es también inso-

luble en éter y muy soluble en agua.

Es estable en medio alcalino, mientras que en medio

acido se degrada facilmente dando lugar a D-glucosa.

Entre las propiedades espectrofotométricas cabe des-
tacar que a una longitud de onda de 420 nm, presenta
una absorcidén méxima, y que su rotacidn especifica:

125 _
(xX)p” = + 196.5 (H,0).

Es capaz de reaccionar con Iodo dando lugar a una
coloracidén caoba. Cabe explicarlo por su grado de
ramificacidén, porque el almiddn con una orden de

ramificacidén mas pequefia, presenta una'coloracién

violeta-azulada.

1.3. Metabolismo del glucdgeno

1.3.1. Glucogénesis

de

Las diferentes reacciones que permiten la sintesis

glucdgeno a partir de glucosa, estén esquematizadas

en la Fig. 3



(5)—— GLUCOGENDO N

(4)

( Glucosa )n
Glucosa

UuD PG

G-1-P ‘)

(3)\\\\

UTP (2)
G-6-P
ADP HZO
(1) (8)
ATP Pi
GLUCOSA

Fig. 3.- Vias metabdlicas de sintesis y degradacidén del glucdgeno:

(1) Glucoquinasa o Hexoquinasa
(2) Fosfoglucomutasa

(3) UDPG-pirofosforilasa

(4) Glucdgeno sintasa

(5) Enzima ramificante

(6) Glucdgeno fosforilasa

(7) Amilo-1,6-glucosidasa

(8) Glucosa-6-fosfatasa
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La primera etapa es una reaccidn irreversible, en
la cual la glucosa es fosforilada y pasa a glucosa-6-
fosfato, en presencia de ATP. Esta reaccidén esta ca-

talizada por la hexoquinasa, la cuidl posee una alta
5

afinidad para la glucosa (Km = 1-4.10 ~ M), lo que
implica que a la concentracidn hepatica de glucosa, la
enzima se encuentra saturada. Su especificidad para la

glucosa es escasa. En el higado también existe otro

enzima (glucoquinasa) que realiza la misma funcidn, es

muy especifico para la glucosa, pero su afinidad es pe-

quefia (Km = 20.10°3

M). No se ha encontrado en otros
tejidos, y su actividad en condiciones normales es muy
pequefia.

Por accidn de la fosfoglucomutasa, la glucosa-6-

fosfato es transformada en glucosa-l1-fosfato, en una
reaccidén reversible que necesita la presencia de

glucosa-1,6-difosfato (LELOIR y col., 1948).

F
osfoglucomutasa=;Glucosa_l_fosfato

Glucosa-6-fosfato

Si la glucosa estid en exceso, parte de la glucosa-
6-fosfato entra en la via glucolitica. La glucosa-1-P,
en presencia de UTP se transforma en UDP-Glucosa. Esta

reaccibn esta catalizada por UDP-pirofosforilasa. La

reaccidn consiste en la transferencia del radical uri-
dilo sobre el fosfato de la hexosa (MUNCH-PETERSEN y

col., 1953):
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P~p 2Pi
_ 20
Glucosa-1-fosfato + UTP ——= UDPG + PPi
e e
Esta reaccidén es reversible, pero su equilibrio esta
desplazado en favor de la formacidén de uridin-difosfo

glucosa (UDPG) por la hidrélisis del pirofosfato bajo

la accidén de la pirofosfatasa inorganica.

La polimerizacidén de la glucosa, para formar la
molécula de glucdgeno, es realizada por la accidbdbn de

la glucbdgeno sintasa a que cataliza la transferencia

del glucosilo de la uridin-difosfoglucosa (UDPG) so-
bre el carbono 4 de un glucosilo terminal de la molé-
cula de glucdgeno en crecimiento, segin la reaccidn:
UDP-D-Glucosa + (Glucosa), —=UDP + (Glucosa)  + 1.
Esta enzima fue aislada en el higado por LELOIR y
CARDINI (1957). Posteriormente De WULF y HERS (1967)
demostraron que la velocidad de sintesis del polisa-
carido era proporcional a la actividad de la sintasa.
La accidén de la enzima glucdgeno sintasa a se

completa por una enzima ramificante (amilo-(l-4—=1,6)-

transglucosilasa, que actua sobre las cadenas externas
formadas por mas de seis unidades glucosiladas, trans-
firiendo parte de la cadena externa del glucdgeno
sobre el carbono 6 de un glucosilo de una cadena ex-
terna vecina (LARNER, 1953; VERHUE y HERS, 1966).

Las cadenas periféricas acortadas pueden de nuevo

servir de aceptores de glucosilos sobre el carbono 4.
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La sintasa es un enzima alostérico interconver-
tible que presenta una compleja regulacidn como dis-

cutiremos en el apartado 1.4.2.

1.3.2. Glucogenolisis

En la figura 3 estédn esquematizadas las diferen-
tes reacciones implicadas en la transformacidén de
glucdgeno en glucosa.

En la primera etapa del catabolismo del glucdgeno

interviene la glucbgeno fosforilasa, especifica de las

uniones & -1,4 glucosidicas. Esta enzima cataliza la
transferencia reversible de una unidad glucosilada
sobre el fosfato inorgénico (Pi). El1 sentido de la
reaccidén depende de la proporcidédn de Pi/Glucosa-1-
fosfato. En las células las concentraciones respecti-
vas del Pi (5 mM) y de Glucosa-l-fosfato (S,PM) son
tales que la fosforilasa actua UGnicamente en el sentido
de la degradacidén (LELOIR y CARDINI, 1957). In vitro,
por el contrario es posible alargar las cadenas peri-
féricas del glucbdgeno incubando con fosforilasa y
concentraciones apropiadas de Glucosa-l1-fosfato.

La fosforilasa fue el primer enzima interconver-
tible descubierto; tiene también una compleja regu-
lacidn que discutiremos en el apartado 1.4.2. Por la

accion de la enzima fosfoglucomutasa, la glucosa-1-

fosfato se convierte en glucosa-6-fosfato. El equili-



15

brio de esta reaccidén, comGn a la glucogénesis y glu-
cogenolisis, es favorable a la formacién de glucosa-6~-
fosfato.

La glucosa-6~fosfato puede ser hidrolizada a

glucosa y Pi por accidon de la glucosa-6-fosfatasa

segin la siguiente reaccién:
Glucosa-6-fosfato ——————» Glucosa + Pi
H,0

Esta enzima tipica de los tejidos gluconeogénicos
(higado y rifibn), se encuentra presente en los micro-
somas de ratas nacidas (HERS y col., 1951), pero au-
sente en higado fetal (WEBER y CENTERO, 1957). Su
actividad aumenta en el ayuno y en la diabetes
(ASHMORE, 1954). El masculo, al carecer de esta enzima,
dirige la glucosa-6-fosfato intracelular hacia la glu-
colisis (produccidn de lactato).

Cuando la longitud de las cadenas periféricas del
glucdgeno es reducida a 4 unidades glucosiladas, la
fosforilasa no puede seguir actuando. E1 glucdgeno
toma entonces el nombre de dextrina residual de fos-

forilasa o de dextrina limite. En este nivel actua la

enzima amylo-1,6-glucosidasa o enzima desramificante,

cuyo mecanismo de accidén fue descrito por WALKER y
WHELAN (1960). Esta enzima cataliza la transferencia
de un oligosacarido del carbono 4 de una unidad de

glucosa fijada por una unidén o —=1,6, sobre el
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carbono 4 de una glucosa terminal de la cadena acor-
tada. E1 puente de ramificacidén es asi liberado y

el enlace o -1,6 glucosidico es hidrolizado. Se for-
ma glucosa y un polisacarido formado por cadenas peri
féricas de 8-10 unidades, pudiendo de nuevo servir

de sustrato para la fosforilasa.

El glucdégeno que ha penetrado en los lisosomas
por via autofagica sigue otro tipo de degradacidn: es
transformado en glucosa por la K -glucosidasa acida
que hidroliza todos los enlaces, tanto las Ok—1,6 como

las o<—1,4 glucosidicos, dando lugar a glucosa libre.

1.4. Regulacibén del metabolismo del glucbgeno

1.4.1. Etapas limitantes del metabolismo del glucbdgeno

En un principio se pensaba que la glucdgeno fos-
forilasa catalizaba la sintesis y la degradacidn del
glucégeno, hasta que SUTHERLAND (1950) y SUTHERLAND y
CORI (1951) demostraron que la etapa catalizada por
la fosforilasa era limitante; observando que la adi-
cidén de adrenalina y de glucagdn a trozos de higado
de conejo, incubados en un medio rico en fosfato inor
génico, producia un descenso dé la concentracidn de
glucégeno y simultaneamente una elevacidén de los nive-

les de glucosa, glucosa-l-fosfato y glucosa-6-fosfato.
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Admitiéndose desde entonces que la glucogenolisis
es proporcional a la actividad de la fosforilasa.

Estos mismos autores, encontraron dos formas in-
terconvertibles de fosforilasa, denominadas a (activa)
y b (inactiva). Por su parte, poco después del descu-
brimiento de la glucdgeno sintasa (LELOIR y CARDINI,
1957) se demostrd que esta enzima era sensible a la
glucosa-6-fosfato (LELOIR y col., 1959) y que a su vez
existia también al igual que la fosforilasa bajo dos
formas, una activa y otra inactiva (ROSELL-PEREZ y
col., 1962).

La importancia de esta enzima, en la regulaciédn
de la sintesis del glucdbdgeno, fue confirmada por De
WULF y HERS (1967-68) que demostraron la existencia
de una estrecha correlacidén entre la actividad de la
sintasa y la velocidad de sintesis del glucdgeno.

A partir de estas experiencias se puede afirmar
que las reacciones catalizadas por la glucégeno fos-
forilasa y la glucdgeno sintasa constituye los dos
puntos esenciales del control del metabolismo del glu-
cbgeno.

Una vez aceptada la importancia de estos dos en-
zimas en la regulacidén del metabolismo del glucbgeno,
podriamos hacernos la siguiente pregunta: ;Qué papel
juegan los demas enzimas, que intervienen en el meta-
bolismo, en la regulacidn de la glucogénesis o de la

glucogenolisis?.
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Segin los trabajos de TURNGUIST y HANSEN (1973),

la UDPG pirofosforilasa, no parece estar implicada en

los aspectos dinédmicos de la regulacidén metabdlica.

Las enzimas ramificantes o desramificantes, pare

cen controladas Gnicamente por las concentraciones de
sus sustratos y no son limitantes incluso cuando el
glucbdgeno se esta formando o degradando a una veloci-
dad méxima (BIRCH y col., 1974; DEVOS, 1975).

En cuanto a la fosfoglucomutasa, facilmente inhi-

bida por metales pesados que entran en competicidén con
el Mg2+ (que es un activador esencial del enzima) po-
dria, segin PECK y RAY (1971), estar sometido a una
regulacién hormonal. Estos autores, en efecto, han
demostrado que la inyeccidén de insulina en conejos

.2 p . . . 2+
jovenes producla un desplazamiento "in vivo" del Zn

por el Mg2+. La existencia de un control a este nivel
parece poco probable dada la concentracidn elevada de
la fosfoglucomutasa en la célula y su alto poder cata

litico.

En cuanto a la glucoquinasa y la glucosa-6-fosfa-

tasa, aunque no son enzimas del metabolismo del glu-
cégeno, tienen cierta importancia en su regulacidn
puesto que son responsables de la desfosforilizacidn
de la glucosa. En ciertas condiciones, tales como el
ayuno prolongado, cuando la actividad glucoquinasa

estd fuertemente disminuida, constituye una etapa
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limitante de la sintesis de glucdgeno (HEMS y col.,
1972). También habria que tener en cuenta que durante
este estado metabdlico se produce una inhibicidn de

la sintasa fosfatasa.

1.4.2. Formas de glucdgeno fosforilasa y de glucdgeno

sintasa y sus interconversiones

La fosforilasa existe bajo dos formas intercon-
vertibles denominadas a (activa) y b (inactiva). Estas
interconversiones se realizan mediante fosforilizacio-
nes y desfosforilizaciones, catalizadas por quinasas
y fosfatasas segin el esquema de la Figura 4.

La activacién de la fosforilasa (conversidén de b

en a) es realizada por una fosforilasa quinasa (RALL

y col., 1956) que cataliza la transferencia del fosfo-
rilto ¥ de la adenosina trifosfato (ATP) sobre la fos-
forilasa en presencia de iones Mg2+. La fosforilasa

quinasa también existe bajo dos formas activa e inac-

tiva. Es inactivada por una fosforilasa quinasa y

activada por reacciones de fosforilizacidén catalizada

por la enzima proteina quinasa (WALSHycol., 1968), la

cual a su vez es controlada por cAMP; la concentracidn
de cAMP depende de las actividades adenilato ciclasa
y fosfodiesterasas. Ambas formas activas e inactivas
de fosforilasa quinasa, al igual que en masculo, nece-

sitan la presencia de Ca2+.



Lo
_______ cicC
r |
|
r© | ®
I | FOSFORILASA
I | QUINASA INACTIVA
' ',_ PROTEINA FOSFATASA
| QUINASA )
‘ FOSFORILASA
PROTEINA —
NA_ QUINASA ACTIVA
QU IN ASA
— G LUCOGENOQ —— ,
‘ | |
SINTASAb sINTASAq— <——-'| FOSFORILASA a FOSFORILASA b
)
1 If
. UDPG ~—— G-1-P ” f
1] © FOSFORILASA
L—SINTASA - | | FOSFATASA
FOSFATASA. Q) N | A
b e e e e e | _: ®
GLUCOSA—™ —

Fig. 4.~ Interconversién entre las dos formas de Glucdgeno Fosforilasa y de Gucbgeno

Sintasa en el higado. Y su control por el cAMP y la Glucosa.

074



21

La inactivacidén de la fosforilasa a es catalizada

por una fosforilasa fosfatasa que defosforila los re-

siduos serina fosfato (WOSILAIT y SUTHERLAND, 1956;
WOSILAIT, 1958), esta reaccidn se acompafia de una li-
beracidén de Pi.

Por todo lo expuesto, se puede comprender que la
proporcién de fosforilasa que se encuentra en forma
activa o0 inactiva, depende de la actividad relativa de
la quinasa y de la fosfatasa, responsables de su in-
terconversidén. Estos conocimientos se han obtenido
gracias a los trabajos realizados por SUTHERLAND y
colaboradores, sobre la activacidn de la fosforilasa
en trozos de higado estimulado por adrenalina y glu-
cagbn.

El grupo de Larner fue el primero en demostrar la
existencia en el mGsculo e higado de dos formas inter-
convertibles de sintasa por reacciones de fosforili-
zacidén y desfosforilizacidén. La forma fosforilada de
la sintasa es, contrariamente a la fosforilasa, la
forma inactiva del enzima; y por analogia con esta
Gltima es llamada sintasa b y es convertida en forma

activa (sintasa a), por accidén de la sintasa fosfatasa

(HIZUZUKI y LARNER, 1964; De WULF y HERS, 1968).
La inactivacidén de la sintasa a es catalizada por

la sintasa quinasa; esta reaccidn requiere la presencia

de ATP y de iones Mg2+ (De WULF y HERS, 1968; BISHOP y
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LARNER, 1969) y del cAMP. Aunque recientemente se han
descrito sintasa quinaéa independientes del cAMP
(ITARTE y col., 1977). La sintasa b y la fosforilasa b
estan inactivadas al menos en las condiciones idnicas
que prevalecen habitualmente en la célula (De WULF,
1968; STALMANS, 1976); la velocidad de sintesis o de
degradacién del glucdgeno dependera Gnicamente de la
cantidad de sintasa o de fosforilasa presente bajo
forma a. Como la concentracidén de estas enzimas es en
todo momento el resultado de un equilibrio dinémico
entre las fosfatasas y las quinasas antagonistas, toda
modificacidén, incluso ligera, de lavactividad de estas
Gltimas desequilibran el sistema de interconversién y
provocan un cambio importante de la actiVidad de 1la
glucdgeno fosforilasa o de la glucdgeno sintasa.

La accidén de la glucosa y de las hormonas en la
estimulacidén o inhibicién de la sintesis o degradacidn
del glucédgeno, serd expuesto con mas detalle en los

apartados 1.4.3. y 1.4.4,.

1.4.3. El1 control por la glucosa

Los primeros autores en subrayar la importancia
de la concentracidén de glucosa en el control de la
glucemia fueron SOSKIN (1940) y SOSKIN y LEVINE (1946);
ellos emitieron la hipbdtesis de que el higado puede

ser productor o consumidor de glucosa, segin que la
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glucemia se encuentre por encima o por debajo de un
cierto valor que llamaron 'umbral hepdtico de la glu-
cosa'". Afios mas tarde, esta capacidad glucostatica del
higado se relaciond con los cambios de actividad de 1la
glucogeno-fosforilasa y la glucdgeno sintasa, y la
nocidén del umbral hepatico de glucosa se pudo expresar
en términos bioquimicos.

El primer indice de una regulacidén de la actividad
de la sintasa por la glucosa, fue suministrado por las
experiencias de De WULF y HERS (1967); ellos observaron,
que la estimulacibén de la glucogénesis en el higado de
ratones, después de una inyeccidn intravenosa de glu-
cosa, estaba acompafiada de un marcado descenso de las
concentraciones de glucosa-6-fosfato y de UDP-glucosa,
lo que sugeria que la Ultima etapa de la sintesis del
glucdgeno habia sido activada. De acuerdo con estos
datos, se encontrdé una mayor cantidad de sintasa a en
los higados de los ratones tratados con glucosa que en
los no tratados. Estos resultados, demostraron que la
glucosa estimula la sintesis del glucdgeno por un me-
canismo de "tirar" ("pull") y no por un mecanismo de
"empuje'" ("push'") como se creia hasta entonces; en esta
Gltima interpretacidén la estimulacidn de la sintesis
de glucdgeno es simplemente considerada, como el resul-
tado de una aceleracidn de la fosforilizacidn de la

glucosa por la glucoquinasa/hexoquinasa.
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El trabajo de De WULF y HERS (1967) fue la base
de una serie de investigaciones concerhientes al efec-
to de la glucosa sobre la interconversidén de la sinta-
sa y luego de la fosforilasa en extractos hepéaticos
(STALMANS, 1976; HERS, 1976). Demostraron, como un
incremento en la concentracidén de glucosa, en el higa-
do superior a los niveles normales, disminuye la ac-
tividad de la fosforilasa, pero incrementa la activi-
dad de la sintasa; si el cambio en la concentracidn de
glucosa es suficientemente prolongado, puede producir
un cambio de la degradacidn de glucbdgeno a la sintesis.
De igual forma, una disminucidn en la concentracidn de
glucosa, puede cambiar la direccidén de la sintesis a
la degradacién.

.Cbmo es esto posible?. La transformacidén de la
sintasa b a sintasa a "in vitro" es siempre precedida
de un periodo de latencia, y esta latencia, acortada
en presencia de glucosa, corresponde al tiempo que
necesita la fosforilasa a para inactivarse. El mecanis
mo de esta pérdida de actividad consiste en la forma-
cidén de un complejo enzima-glucosa, el cual es un buen
sustrato para la fosforilasa fosfatasa (HERS, 1976,1980).
Asi un incremento en la concentracién de la glucosa
hepéatica, reducira la cantidad de fosforilasa a. Sin
embargo, el control de este mecanismo es adn mas com-

plejo, debido a que la fosforilasa a es un potente
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inhibidor de la glucdgeno sintasa fosfatasa, de tal
manera que, una alta proporcidén de fosforilasa a man-
tiene la sintasa en forma inactiva. Si la concentra-
cidén de glucosa aumenta mas de 1o normal, la fosfo-
rilasa se transforma en su forma inactiva y esto a

su vez produce la activacidn de la glucdgeno sintasa
(Fig. 5 ). En resumen, el control de la sintesis de
glucdgeno por la glucosa se basa principalmente en dos
hechos:

1.- La activacidén de la glucbdgeno sintasa por la glu-
cosa estéd precedida por la inactivacidén de la glucbd-
geno fosforilasa (STALMANS y col. 1978; HUE y col.
1975; CURNOW y col., 1975).

2.- La glucosa estimula la fosforilasa fosfatasa
(STALMANS y col., 1970; STALMANS y col., 1974), al
mismo tiempo que la fosforilasa es un potente inhibi-
dor de la glucdgeno sintasa fosfatasa (STALMANS y col.
1971).

Una confirmacidén de esta teoria fue obtenida "in
vivo" en ratas anestesiadas (STALMANS y col. 1974a),
en las cuales una inyeccidén intravenosa de glucosa
producia, a nivel hepatico, una inactivacidn de fosfo-
rilasa, y si ésta era suficiente, una activacidén de la
sintasa. También se demostrd que la fosforilasa a debe

representar el 10% aproximadamente de la fosforilasa
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total para que cese la inhibicidn sobre sintasa fos-
fétasa y de esta forma la sintasa b pueda convertirse
en su forma activa (a).

El efecto, del incremento en la concentracidn de
la glucosa sanguinea, es mayor sobre la actividad de
la sintasa que sobre la actividad de la glucoquinasa,
de tal manera que las concentraciones intracelulares
de glucosa-6-fosfato (y glucosa-l-fosfato y UDPG) dis-
minuye a pesar del incremento del nivel de fosforili-
zacidén de glucosa (HERS, 1976, 1980). Esto posee un
efecto adicional sobre la cifra neta de fosforilizacidn
de la glucosa, puesto que la disminucidn en la concen-
tracidén de glucosa-6-fosfato, disminuye la actividad
de la glucosa-6-fosfatasa, de manera que, produce un
mayor incremento de fosforilizacidn de glucosa (Fig.

6 ). De otro lado, una disminucidn en la concentracidn
de glucosa por debajo de la normal, reducirad la acti-
vidéd de glucoquinasa, y ademéds, incrementa la fosfo-
rilasa de manera que la concentracién de glucosa-6-
fosfato se mantiene; y no obstante se incrementa la
cifra de glucosa liberada por el higado (Fig. 6 ).

De todo 1o expuesto, podemos decir como conclu-
sidén: la fosforilasa a puede ser considerada como el
receptor de glucosa en el higado. Una elevacidn de 1la

glucemia favorece su inactivacidén y produce asi una
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parada de la glucogenolisis, lo que explica '"la inhi-
bicidén de la liberacidn hepatica de glucosa'" hipote-
tizada por SOSKIN (1940).

Cuando la fosforilasa a alcanza valores muy bajos,
la inhibicidén de la sintasa fosfatasa por este enzima
desaparece, se activa la glucdgeno sintasa y la sinte-
sis de glucbdgeno comienza. El1 umbral hepatico para la
glucosa, es por consiguiente, la concentracidén de glu-
cosa capaz de inactivar la fosforilasa a hasta un valor
que no inhiba a la sintasa fosfatasa. Este control de
la activacidén de la sintasa por la fosforilasa a tiene
como ventaja que sintesis y degradacidn de glucdgeno
no pueden operar simultaneamente.

Sin embargo, una cierta sintesis de glucdgeno
hepético es posible, incluso en condiciones de ayuno,
pues el polisacarido se encuentra siempre presente
en el higado, aunque su concentracidén sea muy baja

(0.05-0.1% g/peso de tejido).

1.4.4, E1 control hormonal

El concepto de SOSKIN(1940) precisaba que el con-
trol homeostatico de la glucemia por el higado estaba
sometido a una regulacidén hormonal, es decir que el
valor del umbral hepatico a la glucosa dependia amplia

mente del equilibrio hormonal del organismo.
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Las principales hormonas gque estimulan la degrada-
cibén del glucdgeno son el glucagdn y la adrenalina; en
cuanto a la sintesis del glucdgeno es favorecida por

la insulina y los glucocorticoides.

a) Hormonas que estimulan la glucogenolisis

Una gran variedad de hormonas pueden producir
una estimulacidén rédpida de la glucogenolisis, que
puede ser demostrado bien como una disminucidén en la
tasa neta de glucdgeno almacenado o por un incremento
en la actividad de la fosforilasa a. Existe también
un aumento en la glucosa liberada, asociada con un
aumento de la glucogenolisis, aunque estos dos proce-
Sos no siempre presentan cambios cuantitativos parale-
los. Todas las hormonas que directamente estimulan la
glucogenolisis hepatica actuan al menos parcialmente

incrementando la fosforilasa a.

- Glucagdn y cAMP

El glucagdn fue llamado inicialmente '"factor hiper
glucemiante" (C. Bernard). Es una hormona polipeptidica
de un peso molecular de 3450, formada por 29 aminoacidos
Yy secretada por ;as células alfa de los islotes de
Langerhans. Es el paradigma de las hormonas glucogéno-

liticas; causa una ruptura del glucdgeno a concentra-
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ciones minimas de 10-10 M, comprobado por el aumento en
la actividad de la fosforilasa a y de glucosa (ROBINSON
y col. 1971; EXTON y col. 1971; EXTON y PARK, 1972).

La activacidén de la glucogenolisis por el glucagdn
ha sido demostrada tanto en perfusidn hepatica (Van de
WERVE y col., 1977), como en suspensidén de hepatocitos
(BIRBAUM y FAIN, 1977) y en rata intacta (HEMS y col.,
1975).

El glucagdn actGa a nivel de la célula hepatica a

través del cAMP. Estimula la adenilato ciclasa, enzima

que cataliza la formacidén de cAMP a partir de ATP (RALL
y SUTHERLAND, 1962; HIRATA y HIYAISHI, 1967), acumulan-
dose el nucledtido ciclico en el interior de la célula
(ROBINSON y col., 1971).

El cAMP interviene en la regulacidén del metabolismo
del glucdgeno, estimulando la actianién de la fosfori-
lasa y la inactivacidén de la sintasa (fig. 4 y Fig. 7 ).
Para activar la fosforilasa el cAMP actla a nivel de una
proteina quinasa.(Fig. 8).

Esta proteina quinasa, dependiente del cAMP, fosfo-
rila también otras proteinas tales como la caseina, la
protamina (WALSH, 1968), en histonas (BRONSTRAN, 1970)

y la sintasa a; por esta razdn es llamada proteina
quinasa.

La cascada de reacciones que lleva desde la pro-

duccidén de cAMP a la activacidn de la fosforilasa,
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establecida primero en masculo (KREBS, 1972) y poste-
riormente en el higado (VANDENHEE y col., 1976; Van de
WERVE y col., 1977a).

La sintasa-quinasa que cataliza la inactividad de
la sintasa, es también una enzima sensible al cAMP
(De WULF y HERS, 1968a; GLINSMANN y HERN, 1969); una
inactivacidén de la sintasa por el glucagbn fue demos-
trada in vivo en estudios realizados por BISHOP y
LARNER (1967); De WULF y HERS (1968b). En misculo, la
sintasa-quinasa es la misma proteina que la fosfori-
lasa quinasa-quinasa o protein-quinasa (SCHLENDER,
1969; SODERLING, 1970). Esta protein-quinasa que actQa
a la vez sobre la fosforilasa quinasa y la sintasa
quinasa, esti también presente en el higado (LANGAN,
1968; LOEB y BLAT, 1970).

Este sistema enzimatico estad pués organizado de
tal forma que impide la sintesis de glucbdgeno cuando
la glucogenolisis estéd estimulada por el glucagdn.

La proteina quinasa ha sido encontrada en un
gran numero de tejidos de mamiferos y de otros verte-
brados e invertebrados. KUO y GREENGARD (1969) propu-
sieron desde entonces una teoria segin la éuél este
enzima intervendria en todos los procesos hormonales
cuyo mediador es el cAMP. La proteina gquinasa esta
formada por una subunidad catalitica (C) y una subu-

nidad reguladora (R). El holoenzima RC es inactivo.
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El cAMP activa al enzima uniéndose a la subunidad re-
guladora (R), lo que produce la liberacién de la uni-
dad catalitica (C), segin la siguiente reaccidén rever-
sible:

R-C + AMPciclico ————» R-AMPciclico + C

Los primeros en demostrar esta reaccibén fueron
WALSH-KREBS (1968) en mGsculo cardiaco y poco después

KUMON y col. (1970) en higado.

- Adrenalina y otros agonistas

La adrenalina, a concentraciones suprafisioclédgicas

(10°8

M o mayores) (EXTON, 1971-72-75; HEMS, 1976),
puede, como el glucagdn, provocar la activacidn de la
fosforilasa a (ROBINSON y col., 1971) y la inactivacidn
de la sintasa (De WULF y HERS, 1968b) por el mismo me-
canismo descrito anteriormente.

Sin embargo, después de algunos afios, parece
claro que el efecto glucogenolitico de laadrenalina no
puede ser atribuido principalmente a una estimulacidn
de la adenilato ciclasa por la unién de la hormona con
receptores o . Estudios realizados por ASSIMACOPOULOS-
JEANNET y col. (1977), han mostrado que la activacidn
de la glucogenolisis por catecolaminas en perfusidén de

higado de rata y en hepatocitos aislados, es mediada

principalmente por receptcres « -adrenérgicos. La acti-
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vacién % adrenérgica de la glucogenolisis en hepatoci-
tos de ratas alimentadas es debido a un incremento de
la fosforilasa a y no implica un incremento de adeno-
sina (cAMP) (SHERLINE y col., 1972; EXTON y HARPER,
1975). Se ha sugerido como hipdtesis, que el efecto
glucogenolitico podria estar mediado por un aumento en

2+ intracelular (CHERRINGTON y

la concentracidén de Ca
col., 1976) que activaria la fosforilasa (ASSIMACOPOULOS-
JEANNET y col., 1977) (Fig. 7 ). Sin embargo, este

es un problema abierto a la investigacidn.

La noradrenalina estimula la glucogenolisis con

aproximadamente la misma potencia que la adrenalina
(SHERLINE y col., 1972; EXTON y col., 1971).

La vasopresina: este monopéptido producido por

la glandula pituitaria posterior, es al igual que las
hormonas citadas anteriormente, glucogenolitico (KIRK
y HEMS, 1974; KEPPENS y De WULF, 1976). En perfusibn

hepatica de rata o ratdédn alimentado, la vasopresina a

10 M provoca la liberacidn de

concentraciones de 10~
glucosa (HEMS y MA, 1976). También estimula la gluco-
genolisis y activa la fosforilasa en suspensiones de
hepatocitos aislados (KEPPENS y col., 1977; Van de
WERVE y col., 1977a; HEMS y col., 1978).

Estos Gltimos autores han demostrado que ni la

actividad de la proteina gquinasa ni la interconversidn
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de la fosforilasa quinasa participan en el mecanismo
de activacién de la fosforilasa a. Como la actividad
de la fosforilasa quinasa es dependiente de Ca2+
(SHIMAZU y AMAKAWA, 1975; Van de WERVE y col., 1977a)
y que tanto la vasopresina como la adrenalina provocan
movimientos de calcio en la célula hepatica
(ASSIMOCOPOULOS-JEANNET y col., 1977; KEPPENS y col.,
1977), la hipdtesis actualmente propuesta para expli-
car la activacidn de la fosforilasa por estos efecto-
res, es una estimulacidén de la fosforilasa quinasa,
debida a una elevacidn de la concentracidn del calcio
citosblico. Este tema fue revisado ampliamente por Van

de WERVE (1978).

Otra hormona glucogenolitica es la angiotensina II:

un octa péptido producido por precursores plamaticos
como resultado de una cascada proteolitica, estimula
también la glucogenolisis en perfusidn hepética (HEMS
y col., 1976) y en suspensidén de hepatocitos aislado
(KEPPENS y De WULF, 1976; HEMS y col., 1977). Su con-
centracidén minima efectiva en perfusidén hepatica es
de aproximadamente 5 x 10710 .
Otra hormona glucogenolitica es la oxitocina

(HEMS y col., 1977) presumiblemente por el mismo me-
canismo por el cual puede inhibir la sintesis de glu-

cbgeno en la perfusidn hepatica (WHITTON y HEMS, 1976).

El receptor para oxitocina es probablemente el mismo
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que para la vasopresina; aceptado esto por el hecho
de que su potencia es de aproximadamente el 1% de 1la
de vasopresina (HEMS y col., 1977) y que ciertos ami-
noacidos (3-fenilalanina, 6 8-arginina (4 lisina ))
especificos de la vasopresina son criticos para sus
efectos sobre la glucogenolisis hepatica.

Descargas importantes de catecolaminas pueden ser
producidas localmente por la estimulacibén de las ter-
minaciones nerviosas del sistema simp&tico, que pro-
ducen una activacién de la fosforilasa (SHIMAZU y
AMAKAWA, 1968) y una inactivacidén de la sintasa
(SHIMAZU, 1971). Estos efectos tienen lugar sin modi-
ficacibén de la concentracidén de cAMP y de cambios
estables de la actividad de la fosforilasa quinasa.

El glucdgeno es almacenado con una gran cantidad
de agua en su estructura. Este agua se libera cuando
el glucdgeno se degrada. Este efecto no tiene una
importancia fisioldégica. Sin embargo, en el caso de
ciertas hormonas, como vasopresina, oxitocina y angio-
tensina II que activan la glucogenolisis, se ha suge-
rido que este puede ser un importante mecanismo para
controlar el volumen extracelular (por ejemplo estados
de shock hemorragico) y también para suministrar glu-
cosa sanguinea (HEMS y WHITTON, 1980).

La mayoria de estas hormonas pueden inhibir la
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sintesis de glucdgeno, seguramente por el mismo meca-

nismo por el cudl elevan la glucogenolisis.

b) Hormonas que estimulan la sintesis

Insulina

Su accidén hipoglucemiante es bien conocida. Se
explica por la capacidad de la hormona de aumentar la
permeabilidad de la célula muscular a la glucosa y
acelerar asi su catabolismo.

La insulina no influye en el transporte de glu-
cosa a través de la membrana hepatica (CAHILL y col.,
1958b; WILLIAMS y col., 1968).

La blasqueda "in vivo" de un efecto especifico de
la insulina sobre el metabolismo del glucbgeno, resul-
taba dificil por el hecho de que la profunda hipoglu-
cemia, que sigue a la administracidén de la insulina,
induce ella misma una intensa glucogenolisis.

Los primeros estudios que mostraron que la insu-
lina en perfusidén de higado produce un enlentecimiento
de la produccidén de glucosa, fueron realizados por
MORTIMORE (1963) y confirmados posteriormente por
JEFFERSON y col. (1968). Este enlentecimiento puede
relacionarse con una disminucidén de la glucogenolisis
(MORTIMORE y col., 1967) y de la actividad de la fos-
forilasa (GLINSMANN y MORTIMORE, 1968; MACKRELL y

SOKAL, 1969).
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MILLER y LARNER (1973), en higado perfundido y
APKAN y col. (1974) en hepatocitos aislados, observa-
ron como en ciertas condiciones experimentales se pro-
ducia un aumento significativo de la actividad de 1la
sintasa estimulada por la insulina. El1 estudio del
mecanismo de activacidén de este enzima fue realizado
"in vivo" en monos (CURNOW y col., 1975) y en conejos
(Van de WERVE y col., 1977b): estos autores demostra-
ron que la activacidn de la sintasa producida por la
insulina era seguida de una inactivacidén mas completa
de la fosforilasa. Semejantes resultados fueron obte-
nidos en hepatocitos aislados incubados en presencia
de glucosa (WITTERS y AURUCH, 1978). Estos trabajos
sugieren, que la insulina aumenta la sensibilidad a
la glucosa, disminuyendo la concentracidén requerida
para que tenga lugar la sintesis de glucbgeno.

La inactivacidn de la fosforilasa por la insulina
es debida a una inactivacidén de la fosforilasa quinasa
(Van de WERVE y col., 1977b), sin modificar la concen-
tracidén de cAMP (CURNOW y col., 1975; Van de WERVE y
col., 1977b), ni de la actividad de la proteina gquinasa
(Van de WERVE y col., 1977b). Estas observaciones sugi-
rieron que la insulina actua por una molécula diferente
del cAMP, que podriaestimular o inhibir los enzimas
responsables de la interconversidén de las dos formas

de la fosforilasa quinasa.
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La insulina ademéds, puede antagonizar el efecto
del glucagdbdn, disminuyendo la acumulacidén de cAMP que

se produce en estas condiciones (EXTON y PARK, 1972).

Puede, también, la insulina reducir la activacidn de

la fosforilasa por 1los agentes<x -adrenérgicos, lo que

sugiere que es capaz de afectar la concentracidédn del

Ca2+ intracelular, que tiene un importante papel en

la accién de estos efectores (Van de WERVE y col. 1977a).
Parece de esta forma, que la insulina tiene la po-

sibilidad de intervenir en cada una de las etapas de

la cascada glucogenolitica para detener la velocidad

de la glucogenolisis.

Glucocorticoides

El mecanismo de accidn de los glucocorticoides es
todavia mal conocido. Ciertas experiencias (HERS, y col.
1974; STALMANS y LALOUX, 1979) demuestran, sin embargo,
que los glucocorticoides influyen en la actividad de
los enzimas limitantes del metabolismo del glucdgeno.

En el higado de ratones tratados con estas hormo-
nas durante varias horas se produce una inactivacidn
de la fosforilasa y una activacidén de la sintasa. Un
estudio de la interconversidén de estos enzimas en un
filtrado de higado muestra que la fosforilasa se inac-

tiva mas rapidamente cuando el animal ha sido anterior-
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mente tratado con corticoides y que la sintasa se
activa sin latencia. El1 primer efecto seria debido a
una induccidén de la actividad de la fosforilasa fos-
fatasa; el segundo a la formacidén de un factor proteico
que, uniéndose a la fosforilasa a, impediria su accidn

inhibidora sobre la sintasa fosfatasa.
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2. INTERCORRELACIONES ENTRE EL METABOLISMO DE LOS

HIDRATOS DE CARBONO Y LIPIDOS

El higado es el principal tejido que puede alma-
cenar glucdgeno y transformarlo en glucosa plasmatica.
Sin embargo la cantidad de glucbdgeno almacenado en el
higado (80-100 g) es muy pequefia en relacidén a los
requerimientos de glucosa de los tejidos. Midiendo el
contenido de glucdgeno en biopsias hepéaticas, se ha
demostrado que el glucdgeno almacenado queda reducido
tras 24 h de ayuno al 0,1% (g glucosa % peso tejido).

Ya que, algunos tejidos pueden oxidar acidos
grasos, la movilizacidén de los acidos grasos proceden-
tes de los triglicéridos del tejido adiposo propor-
cionan una fuente energética alternativa. Ello permite
que la glucosa se reserve para tejidos, que como el
cerebro, sean dependientes principalmente de la oxi-
dacidén de la glucosa. También el miasculo esquelético,
en periodos cortos de ayuno, utiliza preferentemente
glucosa para satisfacer sus necesidades energéticas.

Cuando se agota el glucdgeno almacenado, se movi-
lizan e incrementa el grado de oxidacidén de los &cidos
grasos., Esto sucede a pesar de producirse una pequeiia
disminucidén en la concentracidén de glucosa circulante
(menos del 25%) y de que la concentracién de glucosa

que permanece constante es considerablemente mas alta
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que la de acidos grasos. Ya que ambos metabolitos se
encuentran disponibles en sangre, al mismo tiempo,
cabe preguntarse ¢por qué el mGsculo, durante el ayuno
o durante el ejercicio, utiliza acidos grasos en lugar
de glucosa?. Se podria sugerir que la elevada concen-
tracibén de acidos grasos en la sangre incrementa la
cifra de oxidacidén de los mismos y esto en el miasculo

reduce la utilizacidén y oxidacidn de la glucosa.

2.1. Ciclo glucosa-acidos grasos—-cuerpos cetdnicos

La conexidn entre estos metabolitos, fue descrita .
en 1963 por RANDLE y col., para explicar la relaciédén
reciproca entre el grado de oxidacidén de la glucosa y
de los acidos grasos en el masculo.

En una primera fase, la teoria del ciclo englo-
baba solamente a la glucosa y a los acidos grasos;
observaciones posteriores aconsejaron ampliar el ciclo
a los tres metabolitos resefiados. Existe, actualmente,
una considerable evidencia que apoya la importancia de
esta teoria, sobre todo en condiciones tales como es-
tados de disminucidn de glucdgeno hepatico almacenado,
en las cuales, los acidos grasos son movilizados desde
el tejido adiposo, por lo que su oxidacidn aumenta en
el masculo y esto, a su vez, disminuye el grado de

utilizacidén de la glucosa (NEWSHOLME, 1976b). Contra-
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riamente, cuando aumenta los niveles de carbohidratos,
el grado de liberacién de acidos grasos por el tejido
adiposo se reduce, disminuyendo su grado de oxidacidn,
de forma que la utilizacidn de glucosa por el mGsculo
aumenta. Estas respuestas sirven para equilibrar 1la
concentracidén de glucosa en sangre. estos cambios
quedan reflejados en la figura 9 .

Este efecto regulador, de los acidos grasos, sobre
la utilizacidén de glucosa, puede ser visto como una
necesidad 1légica, en algunos tejidos que obligatoria-
mente precisan glucosa como Unico requerimiento ener-
gético.

Existen cuatro lineas que apoyan que la oxidacidn
de acidos grasos reduce la utilizacidn y oxidaciébén de

glucosa "in vivo".

1) La perfusibén de corazdn y misculo esquelético, con
dcidos grasos, produce un efecto inhibidor sobre la
utilizacidén y oxidacidén de glucosa (RANDLE y col.,

1964; RENNIE y HOLLOSZY, 1977).

2) E1 mGsculo es el principal tejido en donde ha sido
observado el efecto de los &cidos grasos. Este me-
canismo parece ser muy general, ya que un efecto
inhibidor de la oxidacién de glucosa ha sido obser-
vado asimismo con cuerpos cetbnicos, piruvato y

leucina en el masculo. También este efecto inhibidor
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Los cambios en la concentracién de glucosa en sangre periferi
son menos importantes que ios producidos a nivel portal
que provocan una liberacidn de insulina por el pancreas,
puesto que la absorcién de glucosa a nivel instentinal

se acompajia de secreccidn de hormonas duodenales.
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de acidos grasos y cuerpos cetdnicos se encontrd

en otros tejidos de animales diferentes a la rata
(cerebro, rifibn, intestino delgado y glandula ma-
maria) (NEWSHOLME y START, 1973; NEWSHOLME, 1976b;

ROBINSON y WILLIAMSON,1980).

Tanto en el hombre como en animales de experimen-
tacién, una elevacidn artificial de la concentra-
cibén plasmética de acidos grasos, disminuye signi-
ficativamente la utilizacidén y oxidacién de la glu-
cosa (BALASSE y NEEF, 1974). De forma inversa la
administracién a humanos de acido nicotinico (agente
antilipolitico) baja los niveles de acidos grasos y
aumenta el porcentaje de oxidacibén y utilizacidn de
glucosa (BALASSE y NEEF, 1973). Esta variacidn en
el metabolismo de la glucosa y del piruvato han
sido determinados en corazdn y masculo esquelético
por medidas de las diferencias de concentraciones

arterio-venosas.

Segln los trabajos de OWEN y col. (1979), se de-
muestra como en condiciones de ayuno prolongado, ©
ejercicio mantenido, en los cuales la concentra-
cién de glucosa sanguinea es del orden de 3,5 mM,
la concentracidn de &cidos grasos plasmaticos
aumenta, asi como su oxidaciébn.

El mecanismo molecular de la interrelacidn entre
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la glucosa y los acidos grasos afecta a las siguientes
etapas enzimaticas, segln estudios realizados en mas-
culo: en presencia de acidos grasos existe una inhibi-
cién del flujo glucolitico que se demuestra por un
aumento de las concentraciones de los metabolitos que
participan en las tres reacciones reguladoras de la
glucolisis. Esto es: la hexoquinasa, la fosfofructo-
quinasa-l y la piruvato deshidrogenasa, los cuales re-
gulan las concentraciones intracelulares de la glucosa,
fructosa-6-fosfato y piruvato.

La teoria del control metabdlico de estas tres

enzimas se basa en una extrapolacidén de sus propieda-

des "in vitro'":

a) La hexoquinasa se inhibe alostéricamente por su

producto, la glucosa-6-fosfato.

b) La inhibicidén de la fosfofructoquinasa-1 por el ATP
estld potenciada por el citrato. Este punto es de 1los
mas discutidos, ya que hasta el momento no se ha de-
mostrado ninguna relacidén entre los &cidos grasos y

las concentraciones de fructosa-2,6-difosfato (activa-
dor de la fosfofructoquinasa-1 y por tanto de la glu-
colisis). Por otra parte este mecanismo de control
presenta otras dificultades tales como, que el citrato
necesita ser transportado desde la mitocondria al ci-
toplasma y ello implica la participacidén de otros meta-

bolitos, tales como el malato.
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¢) La actividad piruvato deshidrogenasa se reduce
cuando la concentracidén de la relacidn acetil CoA/CoA
estd aumentada, dando lugar a la forma inactiva del
enzima por un aumento de la actividad de la piruvato
deshidrogenasa quinasa. Estos mecanismos de control

estan esquematizados en la figura 10.

En resumen, el resultado de este ciclo sera el
mantenimiento de la concentracidn plasmatica de
glucosa. Si consideramos que la principal fuente de
4cidos grasos procede del tejido adiposo (lipolisis)
y que el misculo es una de los tejidos que oxida a
la glucosa y a los acidos grasos, la relacidn entre
ambos se puede esquematizar en la figura 11. En ella,
como puede observarse, también se contempla las mo-
dificaciones que las hormonas introducen en este

ciclo.

Una limitacién del ciclo glucosa acidos grasos
es el estar referido solamente al tejido adiposo y
masculo. Si bien el mGsculo es el que necesita mas

energia en reposo lacifra de utilizacidn de glucosa es mayor
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en otros tejidos (cerebro, rifién, intestino y durante
la lactancia la glandula mamaria). Existe actualmente
datos experimentales que sugieren que el uso de cuer-
pos cetdnicos, por todos estos tejidos, reduce la

utilizacidén de glucosa, de forma andloga al efecto de
los acidos grasos. Asi pues, el concepto de ciclo

glucosa acidos grasos, ha sido ampliado con la inclu-
sidén de los cuerpos cetdnicos, por lo que se le deno-

mina actualmente ciclo glucosa Acidos grasos cuerpos

cetbnicos. También se incluye en esta nueva exposicidn
del ciclo la accidn de ciertas hormonas.

Los cuerpos cetdnicos 'son producidos en el higado
por la oxidacidn parcial de los acidos grasos de cadena
larga, procedentes de los triglicéridos movilizados en
el tejido adiposo. Los cuerpos cetdnicos pueden compe-
tir de una manera mas efectiva que los acidos grasos
con la glucosa, ya que a concentraciones altas (2-8 mM)
no son téxicos y presentan la ventaja adicional de ser
solubles en el plasma y no requerir transportadores.

Como ya hemos mencionado, el efecto mas importan-
te de los cuerpos cetdnicos es sobre la utilizacidn de
glucosa por el cerebro; un cerebro humano oxida aproxi-
madamente 100 g glucosa/dia a CO, y H,0. La reserva
glucogénica hepéatica, puede satisfacer sus necesidades

durante 24 h de ayuno. El cerebro, después de este
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periodo, puede utilizar, como via alternativa, la glu-
cosa producida por gluconeogénesis. En periodos de
ayuno prolongado, esta Gltima via, podria producir con-
secuencias fatales, ya que los aminoacidos son los me-
jores precursores para la glucogénesis, y seria necesa
rio consumir aproximadamente el 50% de la masa muscular,
después de 17 dias de ayuno para producir 100 g glucosa/
dia. Debido a que el hombre puede sobrevivir en ayunas
1 6 2 meses, el cerebro debe utilizar una energia dife-
rente a la glucosa. Estudios sobre los cambios en la
concentracién de cuerpos cetbdnicos en sangre y diferen-
clas arterio-venosas del cerebro en humanos sometidos

a ayuno, demuestran que la cifra de utilizacidén de glu-
cosa disminuye, mientras que se incrementa la de 3—[3 -
hidroxibutirato; por su parte, las concentraciones
plasmaticas de los acidos grasos no varia.

Este mecanismo de control de utilizacidn de glu-
cosa por oxidacidn de cuerpos cetdnicos en el cerebro
ha sido estudiado experimentalmente en animales por
RUDERMAN y col. (1974). Su mecanismo es similar, si no
idéntico, al de inhibicidén de la utilizacidn de glucosa
por acidos grasos descrito en masculo, ya que se obser-
vb parecidas variaciones en la actividad de los enzimas
claves de la glucolisis (Figura 10).

En nuestro conocimiento, no se han realizados es-

tudios para ver el efecto de los cuerpos cetbnicos sobre
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el transporte de glucosa dentro de las células cerebrales.

Ademés de en el cerebro, los cuerpos cetdnicos, se
utilizan durante el ayuno en la corteza renal, masculo,
glandula mamaria e intestino delgado (WINDMUELLER y
SPAETH, 1980) con el consiguiente ahorro de glucosa
(Figura 12 ).

Otro efecto muy importante de los cuerpos cetdni-
cos es su efecto regulador sobre la metabolizacidn de
los &cidos grasos. Originariamente se 1llambé a este ci-
clo glucosa acidos grasos porque se consideraba que no
solo los &cidos grasos podian modificar los niveles de
glucosa, sino que a su vez, también la glucosa podria
modificar los niveles de movilizacidédn de acidos grasos
del tejido adiposo, de tal forma que una baja concen-
tracidédn de glucosa sanguinea, producia un aumento de
la liberacidén de acidos grasos. Sin embargo, debido
a que la gluéemia se mantiene relativamente constante;
es improbable que la glucosa por si, sea cuantitativa-
mente importante en la regulacidén de la movilizacidn
de acidos grasos. Es también importante, que la cifra
de movilizacidén de acidos grasos del tejido adiposo
esté relacionada con las necesidades energéticas de
otros tejidos, especialmente el mGsculo. Indudable-
mente, cambios en la concentracidén de hormonas, Jjuegan

un papel importante, peroc es poco probable que puedan



AC
GLANDULA GRASOS

MAMARIA | CEREBRO

¥

wewwe__1 _cceToNiCcOS
HIGADO rot !

|
|
/ 1 ~
|
|

INTESTINO MUSCULO

'

RINON

Fig. 12.- Utilizacidén de &cidos grasos y cuerpos cetdnicos por

diferentes tejidos.



56

suministrar, suficiente precisidén en el control, para
alcanzar los cambios rapidos de energia necesarios.

Parece probable que las cuerpos cetdnicos, y sobre
todo el 3—{%—hidroxibutirato, juegan un importante papel
en prevenir estos efectos. Una alta concentracién de
3—E5—hidroxibutirato, tiene al menos tres efectos que
pueden reducir la concentracidén de acidos grasos en
sangre (GREEN y NEWSHOLME, 1979): 1) disminuye la lipo-
lisis en tejido adiposo. 2) Aumenta la sensibilidad del
tejido adiposo a la insulina. 3) Estimula la secreciébn
de insulina por el péancreas.

Estos tres efectos, reducen de forma simultanea
la lipolisis, siendo cuantitativamente mas importante
el aumento de la sensibilidad para la insulina; y puede
considerarse esta inhibicién como un mecanismo feeck-
back para prevenir concéntraciones téxicas de &cidos
grasos (en el animal intacto mayores de 2,5 mM).

El uso de cuerpos cetdnicos como combustible para
cerebro y otros tejidos, junto con su papel en la re-
gulacidén de la cifra de metabolizacidédn de &cidos grasos,
extiende este ciclo a un mayor numero de tejidos
(Fig. 13) e implica la participacibn de ciertas hormonas.

Como resumen, podemos concluir diciendo que el ci-
clo glucosa acidos grasos cuerpos cetdnicos, aporta un

mecanismo para la interrelacidén de estos tres metabo-
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litos. También explica situaciones fisioldgicas y pa-
toldgicas en las cuales esta integracién es fundamen-
tal (ejercicio continuado, ayuno, realimentacidén des-
pués del ayuno, stress, estados hipoglucémicos y dia-

betes Mellitus).
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3. GLUCOGENO EN EL TEJIDO ADIPOSO

Los acidos grasos son un producto fundamental en
el metabolismo de los triglicéridos en el tejido adi-
poso. De otra parte, estéd bien establecido que el te-
jido adiposo posee una alta capacidad de sintesis de
glucbdgeno, después de un proceso de ayuno seguido por
una realimentacidén rica en carbohidratos (WERTHEIMER,
1946). Este glucbdgeno va desapareciendo progresiva-
mente a lo largo del proceso de realimentacidn, posi-
blemente relacionado con la restauracidén de la capa-
cidad de sintesis de triglicéridos. Otras teorias pos-
tulan que la sintesis de glucdgeno en tejido adiposo
es solo un vestigio de un proceso evolutivo y gue en
condiciones normales de alimentacidén no se manifiesta.

Los enzimas que participan en el metabolismo del
glucdgeno en el tejido adiposo son similares a los
encontrados en otros tejidos tanto en sus propiedades
cinéticas como en sus caracteristicas estructurales.

El estudio del metabolismo.del glucdgeno en el
tejido adiposo podria considerarse de relativa escasa
importancia por si mismo, ya que la cantidad de glu-
cbdgeno almacenado en este tejido es muy inferior a la
del higado, masculo y otros tejidos. Sin embargo desde

un punto de vista metodoldgico podria considerarse de
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gran utilidad por cuanto presenta las caracteristicas
dptimas para analizar el mecanismo de accidn de la
insulina. Estd bien establecido que el transporte de
glucosé en tejido adiposo estid muy potenciado en pre-
sencia de insulina.

El tejido adiposo presenta también aspectos intere
santes en relacidén a la teoria del ciclo glucosa/acidos
grasos/cuerpos cetbdnicos, debido al papel inhibidor que
los cuerpos cetdnicos ejercen sobre la lipolisis
(NEWSHOLME, 1983). No obstante, en nuestro conocimiento
no existen datos que muestren una interaccidén entre 1los
cuerpos cetdnicos y los &cidos grasos libres sobre el

metabolismo del glucdgeno en tejido adiposo.



OBJETIVOS
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En la técnica general del ciclo glucosa acidos
grasos (RANDLE, 1963), se establece una relacidn
inversa entre ambos metabolitos, de tal manera que
niveles altos de &cidos grasos (o cuerpos cetdnicos)
en plasma conlleva a una menor utilizacién de la glu-
cosa en los tejidos periféricos. También se ha demos-
trado que una infusidén intragastrica de acidos grasos
desencadena una menor degradacidén de glucdgeno hepa-
tico en animales sometidos a ejercicio (HOLLOSZY y
col., 1976).

Estos datos configuran una situacién por la cull
se puede hipotetizar una cierta conexidn entre Aacidos
grasos y metabolismo del glucbdgeno. En base a esto,

nuestos objetivos son:

1.- Describir el mecanismo molecular en higado de la
iﬁtéraccién de los acidos grasos con algunos en-
zimas del metabolismo del glucbdgeno, tales como
la fosforilasa y la sintasa.

2.- Intentar explicar en base a las actividades de
estos enzimas y los niveles de ciertos metaboli-
tos, como el cAMP y el ATP, la hipotética cone-~
xidén establecida anteriormente.

3.- En la investigacidén del mecanismo molecular de

la inhibicidén glucogenolitica se estudiara el
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efecto de hormonas cuyo modo de accibén se carac-
teriza por su dependencia (glucagbdn) o indepen-
dencia (adrenalina y vasopresina) del cAMP.

La metabolizacidn hepatica de los Acidos grasos
produce cuerpos cetdnicos. Se pretende estudiar
el efecto de estas moléculas sobre la glucoge-
nolisis y glucogénesis hepéatica.

El tejido adiposo es el principal productor de
dcidos grasos plasmaticos. Se tratara de anali-
zar el efecto que los acidos grasos ejercen sobre
los enzimas del glucébgeno en tejido adiposo, to-
mando a éste como ejemplo de tejido extrahepa-
tico suceptible a la regulacidén hormonal del

transporte de glucosa.



MATERIAL Y METODOS
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratas Wistar albinas machos, de
250-300 g de peso y aproximadamente 2 meses de edad.
Alimentadas con una dieta estandar (tipo purina) y
agua, o sometidas a ayuno durante 24 6 48 horas.

La anestesia se realizd con pentobarbital sédico
inyectado intraperitonealmente a la dosis de 5 mg/100 g

de peso.

2. AISLAMIENTO E INCUBACION DE HEPATOCITOS

2.1. Antecedentes

Los primeros métodos descritos para aislar hepa-
tocitos utilizaban tratamientos mecéanicos, a veces
precedidos de una perfusidn del higado con una solucidn
conteniendo citrato o EDTA; sin embargo los hepatocitos
obtenidos con este sistema presentaban alteraciones del
metabolismo y de la estructura celular (BERRY, 1962;
BERRY y SIMPSON, 1962).

Los primeros en utilizar enzimas para alislar hepa-
tocitos fueron HOWARD y col. (1967), su técnica consis-
tia en incubar trozos de higado con colagenasa e hialu-
ronidasa, consiguiendo células aisladas funcionantes y

que conservaban su integridad celular. La desventaja
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de este método erael bajo rendimiento celular obtenido,
que solo era el 5% del tejido original.

En 1969, BERRY y FRIEND, consiguieron un nuevo
método enzimAtico para obtener gran cantidad de hepa-
tocitos aislados. La novedad introducida fue perfundir
el higado con un medio conteniendo colagenasa e hialu-
ronidasa, estando asi todas las células expuestas a
la accidén de estos enzimas hidroliticos.

Este método, empleando sbélo la colagenasa como
enzima hidrolitico (diversos autores como INGERBRETEN
y WAGLE, 1972; BERRY y WARNER, 1974, comprobaron que
la adicidén de la hialuronidasa es innecesario), ha sido

utilizado para la realizacidén de este trabajo.

2.2 Aparato de perfusidén. Descripcidn

Los diferentes elementos que constituyen el apa-
rato de perfusidn y sus conexiones, se representan en
la Fig. 14.

El liquido de perfusidén estid contenido en un reci-
piente de vidrio |1| (frasco de Wulf), de una capaci-
dad de 500 ml. El medio de perfusidén es aspirado por
una bomba peristéltica |2| que conduce el liquido a
un oxigenador (columna de Vigreux) |3| donde pasa a
través de un filtro de nyldn |4|. Este oxigenador esté

colocado verticalmente enzima de un reservorio |5}, que
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Fig. 14.- Sistema de perfusiédn:

1 Frasco de Wulf

2 Bomba peristéltica
3 Oxigenador

4 Filtro de nylon

5 Reservorio

6 Espiral de vidrio

7 Regulador del débito
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acumula un cierto nivel de liquido, gracias a lo cuél
se mantiene constantemente una presidén de perfusién
de 10 a 15 c¢m de agua, equivalente a la portal "in
vivo"; el exceso de liquido es revertido al recipien-
te |1].

El liquido que sale del reservorio de presidn |5]|
pasa a través de una espiral de vidrio |6| colocada
en un bafio de incubacibén a 382C, antes de llegar al
higado. Este sistema permite la perfusidén del higado
a una temperatura fisiolbgica. Entre el reservorio y
el higado existe también un regulador del débito |7/,
que permite controlar la velocidad de la perfusiébn.

A la salida del higado, el medio es recogido de nuevo

en el recipiente |1|. E1 liquido de perfusidén es gasea-
do por una mezcla de O2 95% y 002 5%, que penetra en
el circuito de perfusién en la parte superior del re-

servorio de presidén |5] y en el recipiente |1].

2.3. Medio de perfusiéon del higado y de resuspensidn

e incubacidn de hepatocitos

El medio utilizado tanto en la perfusidén del hi-
gado como en la suspensidn e incubacidn de hepatoci-
tos, tiene la composicibén basica que se indica a con-
tinuacién. Corresponde a una solucidn Krebs Ringer

bicarbonato (KREBS y HENSELEIT, 1932).
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Reactivos milimoles/1
ClINa .veeeeeeeeeeas 118

ClK it eeneeeeonen 4.75
PO4H2K ........... 1.18
SO, Mg.7H,0 vuwwe.. 1.18
CO3HNa ........... 25.00

Para su preparacidn se parte de una solucidn
patrdén y de una solucidén de bicarbonato:
Soluciones patrones:

a) Krebs Ringer sin calcio, 5 veces concentrado:
para 1 litro - 42.2 g ClNa
2.17 g ClK

0.98 g PO H,K

1.77 g SO Mg.7H,0

2

b) CO,HNa 1.3%

3

Estas soluciones pueden guardarse a 42C hasta su uso.

2.3.1. Medio de perfusidn

Para realizar la perfusidén del higado, el dia de
la experiencia, se prepard una solucidn salina fresca
Krebs Ringer bicarbonato, sin calcio y con glucosa
10 mM, utilizando las soluciones anteriormente descri-

tas se prepard por el siguiente procedimiento:
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48 ml CO.HNa 1.3% + 252 ml de solucidn patrdn Krebs

3
Ringer bicarbonato diluido 1/5. Se aflade también la
cantidad de glucosa necesaria para que al final quede
con una concentracidén de 10 mM.

La perfusién del higado en ausencia de calcio,
segin los autores de este método, facilita la salida
de éste al espacio intercelular y en consecuencia las

células son mas facilmente accesibles a la accidn de

la colagenasa.

2.3.2. Medio de resuspensidn e incubacidn de hepato-

citos

Es el mismo medio utilizado en el apartado 2.3.1
para la perfusidén del higado, conteniendo ClCa2
(2.50 mM final) no éontiene glucosa.

Las soluciones anteriores se gasearon (OQ/COZ;
95:5) 20 min a 379C. Al final de la oxigenacidn se

verificé que el pH era de 7.4.

2.4, Perfusidn hepética. Técnica operatoria’

Se ha utilizado la técnica de perfusidn descrita
por HEMS y col. (1966) en la cuadl el higado es per-

fundido "in situ" y a presidn constante.



71

Las ratas se anestesiaron aproximadamente 15 min
antes de la operacidén mediante una inyeccidn intrape-
ritoneal de pentobarbital sbédico (5 mg/100 g de peso).

Se abre el abdomen por incesiones longitudinales
y transversales de la piel y los mGsculos; las viceras
son desplazadas para dejar libre el hilio hepatico y 1la
vena porta.

En la Fig. b se esquematizan las diferentes posi-
ciones de las ligaduras realizadas durante la operaciédn:
la primera ligadura sin cerrar es colocada alrededor de
la vena cava inferior |1| por encima de la salida de
la vena renal derecha. Seguidamente se colocan otras
dos ligaduras sin cerrar en la vena porta: la primera |2]
pasa por el triangulo formado por el colédoco, la vena
esplénica y la vena porta, y la segunda |3| 2 cm por
debajo de la primera |2|. En este momento, la céanula de
entrada conectada al reservorio de presidn es introdu-
cida en la vena porta, cerréndose las ligaduras 2 y 3.
El flujo de entrada estd regulado para obtener una cir-
culacidn constante de 30 ml/min.

Pasado 30 segundos, aproximadamente, la vena cava
inferior es seccionada por debajo del rifién, facilitan-
do el lavado del higado.

Se abre el torax, se elevan las costillas, y una
ligadura laxa |4| se coloca alrededor de la vena cava

superior entre el corazdédn y el diagragma.
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Fig. 15.- Esquema de la operacidn

Ver explicaciones en el texto.
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Después de la incisidn de la auricula derecha, la
cadnula de salida es introducida en vena cava Superior
y la ligadura |4| es cerrada, al igual que la ligadura
|1]. Esto conlleva a que todo el liquido de perfusidn
que entra a través de la vena porta salga por la cénula
situada en vena cava superior, comenzando la perfusidn
propiamente dicha. Cuando la perfusién ha finalizado,
el higado toma un color marrén claro uniforme. Ocasio-
nalmente, se observd que debido a problemas de vasocons-
triccidén el higado permanece de color oscuro. Como ello
es indice de una perfusidén defectuosa, en estos casos

el higado no se utilizé.

2.5. Desarrollo de la perfusidn

El flujo del liquido de perfusidn, a través del
higado, es regulado y mantenido a un valor medio de
30 ml por min. Los primeros 200 ml de perfusién, a la
salida del higado, se desechan. A los 100 ml que quedan
en el frasco de Wulf (Fig.14 ), se afiaden 40 mg de co-
lagenasa . A partir de este momento, la perfusién se
realiza en circuito cerrado. Unos 10 min después de la
adicidén de la colagenasa, el higado se reblandece y el
liquido perfundido comienza a escaparse por toda la
superficie hepatica, siendo recuperado con la ayuda de

una Jjeringa y devuelto de nuevo al recipiente n?2 1.
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Después de 15 6 20 min, se detiene la perfusién y el

higado se separa del animal.

2.6. Aislamiento de hepatocitos

El higado, una vez separado del animal, se coloca
en una placa Petri. Se quita la capsula de Glissdn
cuidadosamente con unas pinzas. Los trozos de higado se
introducen en un vaso conteniendo el mismo medio utili-
zado en la perfusidn mas colagenasa; después con una
espatula de pléastico se aplasta suavemente contra las
paredes del vaso. La suspensidn obtenida, contiene cé-
lulas intactas, destruidas y agregados celulares. La
suspensiodon celular se filtra a través de tres trozos de
gasa esteril y se centrifuga durante 45 segundos a
50x g. El precipitado de células se resuspende en un
medio fresco, Krebs Ringer bicarbonato oxigenado y con
calcio, sin glucosa y sin colagenasa. Los agregados de
células que pueden subsistir a esta resuspensidén son
retenidos en el curso de una segunda filtracidén de gasa.
Después de una Gltima centrifugacidén de 45 segundos a
50x g, los hepatocitos son finalmente resuspendidos en

el medio descrito en el apartado 2.3.2.
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AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS

Higado + colagenasa
1 perfusién (15 min)
separacién higado del animal
quitar cédpsula de Glisson
Aplastar suavemente
filtrar a través de gasas

centrifugar (45segundos x 50 g)

Y !
Sobrenadante precipitado
eliminar 1 resuspender

filtrar con gasas

centrifugar (45 s x 50 g)

|

T ¥
sobrenadante precipitado
eliminar 1 resuspender

SUSPENSION HEPATOCITOS
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2.7. Test de viabilidad de los hepatocitos

La viabilidad de ias células se controld por el
método azul tripan. Las células vivas excluyen el azul
tripan, mientras que las células muertas y las altera-
das se colorean de azul. Una alicuota de 0.1 ml de la
suspensidén celular se incubdé a 20¢C con 0.1 ml de una
solucidén de azul tripéan al 0.2 % en solucidn salina.
Después de 5 min se examindé al microscopio 6éptico. La

viabilidad obtenida era habitualmente del 80-90 %.

2.8. Incubacidn de hepatocitos

Los hepatocitos aislados se preincubaron durante
15 min a 372C en viales de vidrio cerrados, con agita-
cidén constante de 120 ciclos/seg. Cada viai contenia
1.5 ml de la suspensidn celular (aproximadamente 100 mg
de células), previamente gaseada.

Cuando se estudid el efecto de los Acidos grasos,
estos estaban presentes en la preincubacidén. A la sus-
pensidén de hepatocitos (1.5 ml) se le adiciond 0.5 ml
de Krebs Ringer bicarbonato con calcio y albUmina bovina
al 15%, 6 0.5 ml del mismo buffer en el cuidl habia di-
sueltos acidos grasos (10 mM) para obtener una concen-
tracién final de 2.5 mM de &cidos grasos. La suspensiébn
de hepatocitos , contenia glucosa 10 6 20 mM, segin las

experiencias.
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Cuando se estudid el efecto de las hormonas, éstas
se afiadieron a su concentracidén apropiada, 15 min des-
pués de la adicidn de los acidos grasos. El1 tiempo de
incubacibén con las hormonas fue de 2 min, la reaccidn
se detuvo por congelacidén en nitrdégeno liquido de las
alicuotas de 200 y 1OOO‘P1 sacadas de los viales de in-
cubacién. Determinandose: a) la fosforilasa a; b) meta-
bolitos tales como ATP, cAMP y cuerpos cetbdnicos, una

vez desproteinizadas.

2.8.1. Desproteinizacidn y neutralizacidn de la suspen-

sién celular

A 1OOO)P1 de la suspensidn de hepatocitos se afiadid
ZOO/pl de ClO4H 10% y EDTA 0.1 mM. Se centrifugd durante
10 min a 3.000 r.p.m.; se recogidé el sobrenadante
(lOOO‘Pl) al que se adiciond un volumen conocido de una
solucién de 0.4 N imidazol, 3 M-KOH y 0.4 N-ClK, con el
fin de neutralizarlo a un pH 6.5-7.0. Después se afiadid
buffer fosfato 50 mM pH 6.5 para completar volumen a
2 ml. Se dejdé precipitar el ClO4K a 42C durante 20 min.
Se centrifugd 10 min a 3.000 r.p.m.; y se recogid el
sobrenadante para medir los metabolitos resefiados en

el apartado 5.
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ESQUEMA DE LA INCUBACION DE HEPATOCITOS

suspensidén de hepatocitos aislados

Preincubacidn

(15 min 379C)

Y

1.5 ml hepatocitos +

+ 0.5 ml KRB+BSA 15% 6

0.5 ml KRB+BSA 15% + FFA

Incubacidén + hormonas

A los 2 min

Detencidn de

la reaccidn

(N2 liquido)

!
200 /.11

l

Determinacidn

fosforilasa

—
1000 ),11

desproteinizacién

-

1

ATP

cAMP

c.cetdnicos
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3. PREPARACION DE EFECTORES

3.1. Preparacidn de acidos grasos

Se prepard una solucidn patrdén de palmitico 30 mM
en ClNa 0.9%, que se neutralizd con NaOH 1 N en caliente.
Con el fin de solubilizar a esta sal sbédica del acido
palmitico, se incubd en presencia de una fuerte concen-
tracidén de albumina bovina. A este fin, 4 ml del palmi-
tato sbédico se incubaron a 402C con 8 ml de albUmina
bovina al 15% disuelta en Krebs Ringer bicarbonato con
calcio, durante 60 min. Después se dejé en frio (492C)
durante 60 min. Se centrifﬁgé durante 15 min a 10.000
r.p.m.; y se midié la concentracidén final en el sobre-
nadante segin el método expuesto en el apartado 5.4.

La concentracibén final de acido graso-albUmina, osci-

laba entre 10-15 mM.

3.2. Preparacidén de glucagdn

Se utilizd clorhidrato de glucagdn (1 mg Novo) que
se diluyd para conseguir las concentraciones necesa-
rias para nuestro trabajo.

4 M (2.7 ml de

Se prepard una solucidén patrdn 10
ClNa 9% + 1 mg glucagdn), que se podia guardar a -20°C
durante 2 dias, a partir de la cuil se obtuvieron las

demas concentraciones.



80

100° M = 0.2 ml sol.patrén + 1.8 ml K.R.b. + BSA 1%
10—6 M = 0.2 ml sol. 10_5 + " oo woon
3.100 M = 1.0ml sol. 10°° + 2.16 m1 woon
1077 M = 0.2 ml  sol. 10°° + 1.80 m1 " oo
3.1008 M = 0.5m sol. 1077 + 1.08 ml " noo
1.7.1078 M= 0.256 ml sol. 10~/ + 1.744 ml" woon
1078w = 0.2 ml sol. 107/ + 1.80 ml " nooon
3.1009 M= 1.0ml sol. 107 4+ 2.16 m1 " noon
1072 = 0.2 ml sol. 10°° 4+ 1.80 ml " "o

3.3. Preparacidén de adrenalina

Se disolvibé 5.5. mg de adrenalina en 10 ml de ClNa
9%, para obtener una solucidn patrdén de 3 mM a partir
de la cuidl se prepararon las siguientes soluciones:

-3

10 M = 333/pl solucidén patrdén + 667‘Pl ClNa
3.1073 M = 100 I "+ 900 gl
107% M = 100 e " (1073 M) + 900 pro
3.107% M = 100 JRAR (3.107%M)+ 900 I
107° M = 100 Al (107% M) + 900 I
107% u = 100 plo (107> M) + 900 pl
1077 M = 100 JII (107% M) + 900 Al
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3.4. Preparacidén de vasopresina

A partir de una concentracién de vasopresina de
35,PM (equivalente a 10 U/ml) preparamos las disolu-

ciones siguientes:

1- 3.10°% M = 86 )11 (s. patrdén) + 941 Al KRB BSA 1%
2- 2.107% M - 666.6 Bl (1) +333.4 p1 "
3- 1,5.10‘6M= 750.0 ]l (2) + 250.0 pl "
4- 109 M- 666.6 Pl (3) +333.4 p1 v
5- 5,107/ M = 500.0 Al (4) +500.0 ul
6- 2.107/ M = 400.0 Jl (5) + 600.0 p1 "
7- 107/ M = 500.0 plo(6) +500.0 p1 "
8- 5.10°° M = 500.0 Al (7) + 500.0 p1 "

4. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

4.1. Glucdgeno fosforilasa

Para eféctuar la determinacidén de fosforilasa a
se sacaron alicuotas de ZOO/pl (por duplicado), de
cada vial de incubacidén y se congelaron inmediatamente
a una temperatura de -809C en nitrdgeno liquido. En
el momento del andlisis, la suspensidn celular se des-
congeld rapidamente con la ayuda de un vortex en igual

volumen de una solucibén de: FNa 100 mM, EDTA 20 mM,

glucdgeno 0.5% y tampdn glicilglicina 100 mM a pH 7.4
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en frio (STALMANS y col., 1974a). La presencia de FNa
y EDTA en el medio, impide la accidén de las fosfata-
gsas'y quinasas respectivamente, evitando todo posible
cambio en el valor de la fosforilasa a.

La fosforilasa a es determinada en el sentido de
sintesis de la reaccibn, que tiene lugar si el enzima
es incubado en presencia de glucdgeno y de un exceso
de glucosa-l-fosfato. Una alicuota de SO;pl de homo-
genado se incubd a 20¢2C con igual volumen de un medio
que contiene: glucosa-l1-fosfato 100 mM, glucdgeno al
2%, FNa 30 mM y cafeina 1 mM a pH 6.1. La cafeina es
necesaria para inhibir completamente la fosforilasa b
(STALMANS y HERS, 1975). La reaccidn se detiene des-
pués de 30 min de incubacidén sumergiendo en etanol
frio a 66% un papel Whatman 31 E.T.(2 x 3 cm), sobre
el cual se ha depositado, previamente, 80/pl del
medio de incubacidén. Los filtros, se lavaron dos veces
durante 30 min en esta solucidén de alcohol con agita-
cibén. Después de pasar por un bafio de acetona, se
secaron y se midid su radiactividad en contador de

centelleo liquido beta.

4.2. Glucdbgeno-sintasa

La suspensidn de células en las cuales se mide

la actividad de la sintasa, son tratadas de igual for
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ma a la descrita anteriormente para la determinaciébn
de fosforilasa.

La actividad de la sintasa se mide a 252C por la
incorporacidén de glucosa de UDP-|14CIglucosa al glu-
cbébgeno. La técnica se basa en la siguiente reaccidn:

UDP-|U14C|glucosa + (glucégeno)rl —=UDP + (glucdgeno-

14

- |U-""C])glucosa.

El medio de incubacidn contiene:

- UDP-(14C)glucosa 0.25 MM
- glucdgeno 1%

- SO4Na 10 mM

2
- EDTA 1 mM
- Tampdn glicina-glicina 60 mM pH 7.4 6 tampén
Tris-ClH pH 7.4 50 mM.
A 0.1 ml de este medio se aflade 0.02 del homo-
genado celular & SO/pl del medic y SO/pl homogenado.
A estas condiciones, la forma a de la sintasa es
totalmente activa, mientras que la forma b estd com-
pletamente inhibida (De WULF y col., 1968). Terminada
la incubacidén (20 min), se toman O.OBOIFl y ée depo-
sita en papel Whatman. El papel se lava dos veces en
un recipiente conteniendo alcohol etilico a 0¢C, de

esta forma se elimina la UDP—(14C)glucosa restante, no

unida al glucdgeno (THOMAS y col., 1968). Después de
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pasar por un bafio de acetona los filtros se secaron
y se contaron en un contador de centellec liquido

beta.

4,2.1. Preincubacidén e incubacidn del enzima

Por conocimientos previos, se sabe que la glu-
cogeno sintasa se encuentra en el extracto de forma
inactiva (sintasa b). Para activar a la glucégeno
fosfatasa, la cual convierte la forma inactiva del
enzima (sintasa b) en forma activa (sintasa a), se
utilizaron medios de incubacidén a 25°C con diversos
iones: Ca2+, Mg2+, ‘e

Los tiempos de preincubacidn fueron de O a 60 min.
A diferentes tiempos de preincubacidén se sacaron ali-
cuotas y se incubaron a 252C con el sustrato del en-
zima para revelar la actividad de la sintasa a. El
tiempo de incubacidén fue de 40 min. Posteriormente
se midié la radiactividad en contador de centelleo
liquido beta.

Una unidad de actividad glucégeno sintasa corres
ponde a la cantidad de enzima que incorpora l’pmol
de glucosa de la UDPG-glucosa en el glucdgeno por

minuto, en las condiciones anteriormente descritas.
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5. DETERMINACION DE METABOLITOS

5.1. Determinacidén de ATP

Extractos de hepatocitos desproteinizados y neu-
tralizados a pH 6.5, se utilizaron para determinar
por fluorimetria el ATP segGn la técnica de GREENGARD

(Methods Enzimologye).

a) Fundamento

El método se basa en el acoplamiento de las dos

reacciones siguientes:

Hexoquinasa
2

ATP + Glucosa ADP + Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato + NADPT — = Ac.6 fosfogluconico +
Gluc-6-P

+ NADPH DH
En el acoplamiento de estas dos reacciones 1 mol
de NADP® se reduce a NADPH' por cada mol de ATP pre-

sente en el medio.
b) Reactivos

- Mezcla de reaccidén. Estid compuesta por:
Acetato de magnesio 20 mM, cloruro potasico 400 mM,
Tris-clorhidrico 250 mM pH 7.6 y agua bidestilada
para completar un volumen final de 10 ml. Una vez

preparada la mezcla, se lleva a pH 7.6 y se utiliza
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a una temperatura de 25°C, pudiéndose guardar a

~49C hasta el dia del ensayo.
- NADPY 5 mM pH 6.5 se almacena a -209C.
- Glucosa 0.5 M.
- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (1 mg/ml. Boehringer).
- Hexoquinasa (10 mg/ml. Boehringer).
- ATP 100)pM se guarda a -202C hasta su utilizaciédn.

Para la preparacién de la recta patrdn partimos

de una solucidn de 1OO‘PM de ATP. Se afiadid al medio
de incubacidén el volumen necesario para obtener con-

centraciones finales de 1, 5 y 10 nmoles/ml. (Fig. 16)
c) Técnica

Se midié en un fluorimetro Perkin Elmer a una
longitud de onda de emisién de 460 nm y 365 nm de
excitaciébn.

Se utilizd para la determinacidén cubetas de cuarzo
de 1 cm de diémetro y 7.5 cm de longitud con un volu-
men final de 2 ml. La determinacién se realiza a tem-
peratura ambiente.

Se pipeted sucesivamente en cada tubo:

SOO‘Pl de mezcla de reaccidn.

40 pl NADPY 5 mM pH 6.5.

4O,Pl glucosa 0.5 M.

20, 100 y ZOO/pl de ATP IOO,FM para la recta patrén.



(E2 - El) x 20

ATP (nmol/ml.)

Fig. 16.- Recta patrén de ATP.
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- lOO/pl de muestra.

~ Agua destilada hasta completar un volumen de 2 ml.

Se inicid la reaccidn con:

- 1o/p1 de glucosa-6-P deshidrogenasa diluida 1:20.

- 10/pl de hexoquinasa diluida 1:20

Cuando se estabilizdé la reaccidn, se leyd la fluorescen-

cia.

5.2. Determinacibdn de cuerpos cetdnicos

Para su determinacién se utilizaron extractos de
hepatocitos desproteinizados y neutralizados (apartado
2.8.1), midiéndose fluorimétricamente por adaptacidn

del método enzimitico de MELLAMBY y WILLIAMSON (1974).

a) Fundamento

Esta técnica se basa en la presencia del enzima
B ~hidroxibutirato-deshidrogenasa que cataliza el paso
de acetoacetato a [3-hidroxibutirato.

Esta reaccidn es reversible; el coenzima es el NAD
cuya presencia en forma oxidada o reducida, ademas de las

condiciones del medio marca el sentido de la reacciodn

NADH NAD™
CH, - C -~ CH.~ COOH ——» CH. - CH - CH.. - COOH
3 | 2 S —— 37 2
0 OH

Acetoacetato ,Q—Hidroxibutirato
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b) Técnica

Determinacidén de A -hidroxibutirato

Se cuantificd en lO‘Pl del sobrenadante perclé-
rico conuna solucidén tampdén que contenia:

Tampbén Tris C1lH (0.07 M) pH 8.5

Hidrazina (1 mM)

EDTA Na, (1.5 mM)

2
NAD' (1.5 };M)

Se ariadieron 10)pl del enzima @ -hidroxibutirato
deshidrogenasa (12 U/mg); después de 30 min a 30¢C,
se leyd la fluorescencia.

La recta patrdén del B -hidroxibutirato (50 a
2.000)pM) (Fig. 17 ). Se prepard a partir del acido

DL-hidroxibutirico 20 mM.

Determinacidn acetoacetato

Se midid sobre 1o)p1 del sobrenadante percldrico
en tampén fosfato (0.1 M) a pH 6.8 que contenia
NADH (5 M) . |
La desaparicidén de la fluorescencia se leyd
30 min después de la adicién de 10}P1 del enzima
3 ~hidroxibutirato deshidrogenasa.
Las soluciones patrones de acetoacetato (Fig.18 )
se prepararon a partir de una solucidn concentrada

de acetoacetato de litio (10 mM).
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Fig. 17.~ Recta patrén de ﬂg—Hidroxibutirato.
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5.3. Determinacidn cuantitativa del 3'-5 AMPciclico

(cCAMP) por la técnica del radioanalisis (proteina

quinasa)

La determinacidn cuantitativa de cAMP se realizd
en la técnica conocida por '"proteina enlazante'" des-
crita por GILMAN (1970), con algunas modificaciones
de COOPER (1972) para lograr una mayor sensibilidad.

Este método recibe el nombre de "proteipa enla-
zante" por la utilizacidén de la proteina quinasa, de-
pendiente de cAMP, o bien radiocandlisis por analogia
a la técnica del radioinmunoanédlisis. La reaccidén con-
siste en una competicidén entre el cAMP no radiactivo
y el 3H-CAMP por enlazar la subunidad reguladora (R)
de la proteina quinasa (RC) (Fig.19 ). Es una reaccidn
a saturacidén, es decir, que la concentracidén de la
proteina quinasa es inferior a la necesaria para en-
lazar el cAMP total presente en la reacciédn.

La separacidén del complejo R-cAMP se realiza uti-
lizando carbdn activo, siguiendo la técnica de BROWN

y EKINS (1971).

a) Fundamento: radioandlisis por "proteina enlazante"

Esta técnica descrita por primera vez por GILMAN
(1970), utilizando el descubrimiento de WALSH (1968),

de unas proteinas musculares {(otros trabajos realizados
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posteriormente encontraran estas proteinas en todos
los tejidos), aislables por los métodos cléasicos de
precipitacién de proteinas y que para su actividad
bioldgica necesitan la presencia de cAMP con el que
mantienen una alta afinidad especifica.

Asimismo, el descubrimiento de una proteina esta-
ble al calor que inhibe la accidn catalitica del enzi-
ma anterior (APPLEMAN, 1966), que se denomina "inhibi-
dor de la proteina quinasa" y que aumenta (WALSH, 1971)
la estabilidad del complejo R-cAMP, didé una mayor sen-
sibilidad a este método.

La reaccidén consiste en una competicidn entre el
cAMP, no radiactivo ¥ el cAMP (H3) por enlazar la sub-
unidad reguladora (R) de la proteina quinasa.

El mecanismo de activacibébn de la proteina quinasa
fue propuesto por BROSTROM y col. (1971). La proteina
inactiva (RC) se compone de una subunidad (R) y una
subunidad catalitica (C). El enlace del cAMP a la subu-
nidad reguladora produce la separacidn de la subunidad

(C), que cataliza la fosforilizacidn de proteinas.

RC + cAMP » R - cAMP + C

ATP + proteina-—%%r.-P - proteina + ADP
Mg

Esta propiedad de enlace entre R y cAMP se usa

en la técnica que comentamos, cuyas caracteristicas

mas sobresalientes son:
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Es una reaccién a "saturacidén" es decir: la con-

centracidén de la proteina quinasa es inferior a

la necesaria para enlazar el cAMP total presente

en la reaccidn; sus locus de unidén estan saturados.

En el equilibrio permanece nucledétido libre (en

ambas formas), junto a los siguientes componentes:

- (cAMP) = (A): concentracién del nuclebdtido no
radiactivo. Posee concentraciones diferentes en
la curva patrén.

- (cAMP—H3) = (A*): concentracidn constante de nu-
clebdtido tritiado. Todos los tubos del ensayo

tienen igual cantidad.

(P): concentracibén constante de proteina quinasa.

- (I): concentracidén constante de inhibidor.

- (P-AMP~-C) = (P-A): concentracidén de complejo no
radiactivo.

- (P—AMP—C-HB) = (P-A*): concentracidn complejo

radiactivo.
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AMP-c (HS)

-C
Proteina quinasa (P)

-+

Inhibidor (I)

N

Proteina-cAMP (Hs) Proteina-AMP-c

Fig. 19.- Esquema de reaccidn por '"proteina enlazante"
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b) Reactivos

1) Tampd4n fosfato (PO4H2K/PO4HK2) 0.2 M pH 6.5.

contiene también:

- Teofilina (8 mM). Para inhibir a la fosfodieste-
rasa, que pudiera encontrarse en la preparacidn
de la proteina o en las muestras.

- Mercaptoetanol (6 mM). Actua como reductor de los
enlaces S-S de la proteina quinasa, estabilizan-
dola.

- EDTA (5 mM), como quelante del Mg2+.

- AlbGmina sérica bovina al 2%.

2) Tampdn fosfato (PO4H2K/PO4HK2) 50 mM, pH 6.5.

Sin adiciones.

3) Proteina quinasa dependiente del cAMP, aislada

de misculo de conejo en nuestro laboratorio, seglin

la técnica de WALSH (1973). Diluida seglin la sen-

sibilidad deseada con tampdén fosfato 0.2 M.

4) Proteina inhibidora de la proteina quinasa: ais-

lada de misculo de conejo en nuestro laboratorio

segin la técnica descrita por APPLEMAN y col. (1966),

con algunas modificaciones de GILMAN (1970).

5) cAMP: se parte de una preparacidén comercial mo-

nohidratada. Se disolvib en.un tampdén fosfato po-

téasico 50 mM pH 6.5, preparada con agua destilada

y desionizada
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PURIFICACION DE LA PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE cAMP

masculo + EDTA (4 mM pH 7)

centrifugacién (10.000x g)

l

Sobrenadante
+

Ac. acético 1 N (hasta pH 6.1)

Centrifugacidén (10.000x g)

precipitado

+ tampdén fosfato (1 MpH 7.2)
hasta pH 6.8

+ sulfato aménico

|

precipitado

Sobrenadante

precipitado
disolucibén en Tris-ClH

dialisis
cromatografia en DEADE

celulosa

didlisis
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PURIFICACION DE UNA PROTEINA INHIBIDORA DE.LA PROTEINA'QUINASA

masculo + EDTA (4 mM pH 7)

centrifugacién (10.000 x g)

X
[sobrenadante |

+ Acido acético
a pH 6.1

Centrifugaciébn

preciﬁﬁtado

sobrenadante a pH 6.1
+ NaOH (1 N)a pH 7

calentamiento a ebullicidn

Filtracidn

R,

precipitado

Solucidn clara
+ TCA 50%

Centrifugacidn

'

particulas sol.

\
Sobrenadante

Y
[precipitado |+ H,0

didlisis

Centrifugacidn

sol.

del

inhibidor precipitado
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La concentracidn se calculd por espectrofotome-
tria de acuerdo con el valor del coeficiente de ex-
tencién & = 14.650 a pH 6.5 y 259 nm.

Se pesd cuidadosamente una cierta cantidad de
cAMP (aproximadamente 5 mg) que se disolvid en 500 ml
de fosfato potésico 50 mM pH 6.5; y se determind por
triplicado, su absorbancia (A).

Al existir una relacidn directa entre la concen-
tracidén y la absorbancia, la nueva concentracidn se

calculd de acuerdo con la expresidn:

1 mM C

14.650 A

A partir de esta solucidén concentrada y por su-
cesivas diluciones con fosfato 50 mM pH 6.5, se con-

siguen las distintas concentraciones de cAMP, para

la realizacidén de las curvas estandar:

Sol. 1: 100 pmol/ml ... eereeeenns 10 pmol/lOO/pl
Sol. 2: 75 pmol/ml ...ieiineeennnn 7'5 pmol/lOO/pl
Sol. 3: 50 pmol/ml .....iieieeenenn 5 pmol/lOO/pl
Sol. 4: 25 pmol/ml ....veeeuenennn 2'5 pmol/lOO)yl
Sol. 5: 10 pmol/ml .....veveeeenenn 1 pmol/lOO/pl
Sol. 6: 5 pmol/ml ............. .. 0's pmol/lOO‘Pl
Sol. 7: 2'S pmol/ml .....ieuiueeenenn O'25pmol/100/pl

Sol. 8: 1 pmol/ml ... eiiiennnnnn 0'1 pmol/lOO’pl
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6) |3H|-CAMP = comercialmente suministrado como
(8—H3)—3'—5' adenosin monofosfato ciclico (sal ané-
nica) en solucidén de alcohol etilico (50:50). Se di-
luybd en tampdén fosfato potadsico 50 mM para obtener
dna concentracibén final aproximada de 0.1 pmolépl. Se
reparten en alicuotas de O.S‘Pl y se congelaron a

-202C hasta su utilizacidn.

c) Técnica operatoria

Preincubacidn:

En tubos de vidrio (0-4¢C) en agua hielo se pi-
petearon las siguientes soluciones:

- 90/pl solucidén tampdén fosfato 0.02 M mas las adicio-
nes.

- ZO‘Pl de las diferentes soluciones patrdén de cAMP
o) 40}pl de las muestras a determinar (previamente
desproteinizadas y neutralizadas).

- SO/pl de proteina quinaéa.

- 10/p1 de la solucidbn de la proteina inhibidora.

Los tubos se agitaron brevemente. Se dejaron
reaccionar durante 120 min a 4°C. La Gnica variante
en estos tubos la constituye la concentracién de cAMP.

Se utilizaron dos tubos control alos que se de-
nominan: '"cero": con iguales componentes, pero sin

CAMP; "blanco'": compuesto sdlo de solucidn tampdn.
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Durante esta preincubacidén se pone en contacto con
el tampbdn fosfato, la proteina quinasa, el inhibidor
y el cAMP no radiactivo.

En esta primera fase no afladimos el cAMP radiac
tivo, porque la concentracidén del cAMP no radiactivo
en los puntos primeros de la curva estandar y en al-
gunas muestras es inferior a la del cAMP radiactivo.
De esta forma se consigue que el cAMP no radiactivo,
ocupe sin ninguna competicidén todos los "locus" ac-

tivos de la proteina quinasa.

Incubacibn

Se afiadid a todos los tubos, midiendo el blgnco
y el cero, 10)pl de cAMP (H3) (1 pmol/tubo). Tras
agitacidén se incubaron 90 min a 4°9C.

En la figura 20 se representa una curva estan-
dar de cAMP obtenida en nuestras experiencias.

Transcurrido el tiempo de incubacibn se pard la
reaccidén afiadiendo a cada tubo IOO‘pl de una suspen-
sién fria de carbdn 2.6% mas alblGmina bovina 2% di-
suelta en tampbébn fosfato 50 mM.

Se centrifugd a 3.000 r.p.m. 15 min, tomando
1oo/p1 del sobrenadante que se disolvid en 10 ml de
liquido de centelleo, midiéndose su radiactividad en

un contador de centelleo liquido beta.
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Las particulas de carbdén, tienen la propiedad de
adsorber en sus canales a moléculas de diferentes ta-
mafios y cargas. Si el carbon se incuba con BSA se sa-
turan todos los canalillos internos del carbdn para
aquellas proteinas con un Pm similar al de la albUmina.
De esta forma se selecciona e impide la adsorcidn del
carbdén para otras sustancias de Pm superior. A este
proceso de saturacidén del carbdn con albimina se de-
nomina activacién.

Las moléculas pequefias como el cAMP son adsorbidas
por el carbdén, pero los complejos macromoleculares como
la proteinas'quinasa ligada al cAMP, permanecen en so-
lucidén. Se obtiene la separacidn entre las formas libre

y ligada del cAMP.

5.4, Determinacidn &4cidos grasos libres

La concentracidn de acidos grasos utilizados en
el medio de incubacidn se determind por una reacciédn
colorimétrica, basada en la técnica de DUMCOMBE (1964).

El fundamento del método, consiste en la separa-
cidén de los acidos grasos de las proteinas a las cua-
les pueden estar unidos con una mezcla heptano-cloro
formo. En una segunda fase los acidos grasos ya libe-

. 2+ P -
rados reaccionan con Cu~ ; formandose un complejo que
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tiene la propiedad de formar con la bathocuproina un
quelato de color amarillo.

La medida de la extincidén de esta solucién colo-
reada a 480 nm es proporcional al contenido de los

4dcidos grasos no esterificados.

6. TEJIDO ADIPOSO

6.1. Preparacidén de trozos de tejido adiposo epididimal

Se utilizaron ratas Wistar machos de un peso apro-
ximado de 200-250 g, sometidos previamente a un perio-
do de ayuno de 3 dias, seguido de una realimentaciédn:
de 2 dias. Con ello se persigue que el tejido adiposo
contenga una alta concentracién de glucdgeno, asi como
la presencia de los enzimas necesarios para la sintesis
y degradacién del polinucledtido (SOBRINO y HERS, 1981).

Las ratas se sacrificaron por dislocacidn cervical
y se aisld la grasa epididimal. E1l tejido graso proce-
dente de cinco ratas se divididé en trozos pequefios
(25-40 mg) y se distribuyd en los viales de incubacidn
con solucidén tampdn Krebs Ringer bicarbonato mas 2% de
alblmina bovina (preparado como se ihdica en el apartado
6.2). E1 tejido se preincubd durante 20 min a 37¢C con
agitacidén continua, con la finalidad de liberar al teji-

do de hormonas enddgenas que pudiera contener.
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Finalizada la preincubacidn, los trozos de tejido
adiposo se transferian a una solucidén tampdén fresca
con igual composicibdn y que contenia, sistematicamente,
glucosa 10 mM y IU-14CIglucosa (1.3/pCi/m1) y los efec-
tores a estudiar, y se incubaban durante 1 h a 372C con

agitacidén continua.

6.2. Aislamiento y purificacidén del glucdgeno radiac-

tivo

Finalizada la incubacidn se procedidé a la separa-
cibén del tejido del medio de incubacidn. Después de
lavar abundantemente el tejido con ClNa 0.1%, los tro-
z0s de tejido epididimal se digerieron con 1 ml de KOH
(30%) caliente durante 30 min en tubos de vidrio cerra-
dos, hasta la total digestion del tejido. A la diso-
lucidn resultante se le afiadibd SO/pl de SO4Na2 (15%) ,
S‘Pl de glucdgenc purificado (10%) y 2 ml de alcohol
etilico, para obtener una relacidn final 2 vol. de
alcohol/1 vol. de disolucidén. El precipitado blanco
se deja sedimentar en frio durante 24 horas. La mezcla
se centrifugd a 5.000 x g durante 10 min y el precipi-
tado blanco obtenido se disolvid en 1 ml de agua. Se
repitidé una nueva precipitacidén alcohdlica. E1 glucéd-

geno resultante se disolvidé en 4OO,P1 de agua, a los
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cuales se afiadieron 10 ml de liquido de centelleo. Las
desintegraciones por minuto (dpm) resultantes se uti-
lizaron para el célculo de la glucosa radiactiva incor-

porada al glucdgeno.

6.3. Preparacidén de extractos de tejido adiposo

El tejido adiposo procedentes de ratas en iguales
condiciones de las descritas en el apartado 6.1, se
homogenizd en un Potter, en solucidén tampdn Tris 50 mM
pH 7.4 a 42C, en una proporcidén de 3 ml por cada gramo
de tejido. El1 extracto se centrifugd durante 10 min a
20.000 x g. E1 infranadante se separd de la grasa y se
sometid a una cromatografia en Sephadex G-25 (relacién
1/30). La solucidn proteica, libre de pequefias molé-
culas, se utilizd para estudiar la actividad sintasa

y fosforilasa de glucdgeno.
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Los datos experimentales de este trabajo, se pre-

sentan agrupados bajo dos epigrafes:

1) Los correspondientes a los hepatocitos aislados.
2) Los encontrados en tejido adiposo.

Todos los resultados mostrados, estan expresados
en mg de proteinas o en g de células. Un gramo de he-
patocitos corresponde a 221 + 8 mg de proteinas, por
lo cual se buede realizar interconversiones y compa-

raciones entre los resultados.

1. ACTIVIDAD GLUCOGENOLITICA (ACTIVIDAD FOSFORILASA a),

DEL GLUCAGON ,. ADRENALINA Y VASOPRESINA EN HEPATOCITOS

AISLADOS

La actividad glucogenolitica del glucagbdn, adre-
nalina y vasopresina, esta bien establecida (EXTON y
col., 1971; HEMS, 1976; KEPPENS y col., 1977). Sin
embargo, los mecanismos moleculares implicados en 1la
accidn hormonal son muy diferentes, Los hepatocitos po
seen receptores especificos para estas hormonas. A nivel
intracelular la secuencia de activacidn de fosforilasa a
presenta caracteristicas muy variadas, si se comparan
de una parte al glucagdn y la adrenalina frente a la

vasopresina (HEMS, 1976; CHERRINGTON y EXTON, 1976).
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En el primer grupo nas encontramos con que ambas
hormonas actuan a través de la activacidn de la adenil-
ciclasa, la produccidén concomitante de cAMP y una serie
de sucesivas fosforilizaciones como ya ha sido sefiala-
do en el apartado de introduccidn. La vasopresina, sin
embargo, ejerce su funcién glucogenolitica a través de
un mecanismo independiente de cAMP, posiblemente a ni-
vel del aumento de la concentracidn de Ca2+ intracelular.

Previo al estudio de la actividad fosforilasa a, y
para constatar la buena viabilidad y funcionalidad de las
suspensiones de hepatocitos utilizados, hicimos estudios
de incorporacidén de glucosa a glucdgeno (Fig. 21 ), En
ella, se comprueba la existencia de una buena incorpo-
racidén de glucosa (307.5‘Pmoles/g prot.), que va aumen-
tando en relacidén al tiempo de incubaciédn.

También, para corroborar la buena funcionalidad de
los hepatocitos, ralizamos estudios de cinética de sin-
tasa a y fosforilasa a. Para lo cudl adicionamos al me-
dio de incubacidén 50 mM-glucosa. En la fig. 22 se obser-
va que existe una buena correlacidn entre la actividad
sintasa a y fosforilasa a, que van disminuyendo y aumen-
tando sucesivamente, a medida que aumenta el tiempo de
incubacién. También se puede apreciar como al comienzo de
la incubacidén existe una alta actividad fosforilasa a.

La adicién de una alta concentracién de glucosa produce

su disminucidén a lo largo del tiempo a la vez que provoca
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Fig. 21.- Cinética de incorporacidn de glucosa a
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un incremento en la actividad sintasa a. A medida qwe dis-
minuye la concentracidén de glucosa se incrementa la fos-
forilasa a y disminuye la sintasa a. Lo cual indica una
buena funcionalidad de las suspensiones de hepatocitos

utilizados.

1.1. Estudio dosis-efecto sobre actividad fosforilasa a

En la figura23 se ilustra el efecto glucogenolitico
de las hormonas que hemos estudiado. Esta grafica es un
experimento ilustrativo de un gran nUmero de ellos. Se
puede observar que la méxima actividad fosforilasa a se

9 9

alcanza con ‘glucagbna3.10°° M-10" ~ M de unos experi-

mentos a otros. Para esta hormona la Ka posee un valor

lo—lO

M que permanece practicamente constante en casi
todos los experimentos. De igual manera la concentracidn
a la cuadl se alcanza la actividad maxima de fosforilasa a.

4 > M de adrenalina y 3.5 1078

es a partir de 10  -10~
(equivalente a 1074 U/ml) para la vasopresina. No hace-
mos referencia a valores de Ka para estas dos Gltimas
hormonas, debido a que en las concentraciones estudiadas
por nosotros no hemos podido alcanzar el valor méximo

de activacibén de fosforilasa a, a partir del cual al
aumentar la concentracidén de hormonas no aumentaba més
la actividad fosforilasa a.

Estos valores concuerdan con los descritos por otros

autores (VAN DE WERVE, 1977; KEPPENS y col., 1977; HUE y
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HERS, 1977; De WULF y col., 1980) y difieren con los ob-
tenidos por otros autores (EXTON y PARK, 1972; COUSINAU

y col., 1973; FAIN y col., 1976).
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2. EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE LA ACCION GLUCOGENO-

LITICA DE GLUCAGON, ADRENALINA Y VASOPRESINA

Como ya hemos expuesto en los Objetivos, la hipoté-
tica participacidn de los &cidos grasos en la regulacidn
del metabolismo del glucdgeno podria ejercerse bien a
nivel de los mecanismos enzimédticos de la degradacidn o
de los de sintesis.

Si los acidos grasos, en ciertas condiciones, se
oxidan con preferencia a la glucosa, ello implicaria que
el azucar se almacena en forma de glucdgeno en una mayor
cantidad. En los siguientes experimentos se describen
los resultados obtenidos cuando la glucogenolisis hepa-
tica dependiente del glucagdbdn, adrenalina y vasopresina
tienen lugar en presencia de acido palmitico.

Las figuras 24,26,27 ilustran los valores de la acti-
vidad fosforilasa a de hepatocitos aislados e incubados
durante dos min.con diferentes concentraciones de gluca-
gbén, adrenalina, vasopresina y acido palmitico (2.5 mM).

En la figura 25 , se muestra un aumento creciente
de la actividad fosforilasa a en hepatocitos de ratas en
ayuno de 48 h en presencia de dosis crecientes de glu-
cagbn. La actividad maxima se encuentra a una dosis que

10 9

oscila entre 3.10 "~ M (en esta experiencia) y 10~ M

en otros experimentos. En estas condiciones de alimenta-

cién la Ka del glucagdn se encontrd del orden de 10710y,
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Cuando los hepatocitos se incubaron, también, con &cido
palmitico se observd un significativo desplazamiento de
la curva de activacidédn hacia la derecha, indicando una
pérdida de sensibilidad de los hepatocitos para la hor-
mona. La velocidad maxima se encontrd ligeramente més
baja y elvalor de Ka para el glucagdn, en estas condicio-
nes, fue de 3.107%0 .

Estos resultados sugieren que los acidos grasos son
captados por la célula y metabolizados rapidamente, como
se demuestra en la aumentada cetogénesis (apartado 3.) .
Esta réapida utilizacibén de &cidos grasos produciria un
ahorro en el consumo de glucosa, y en consecuencia una
menor degradacidén del glucdgeno hepético.

Era de interés conocer si esta inhibicién de la
glucogenolisis,observada con glucagdn,tenia también lu-
gar para otras hormonas con receptores y con mecanismos
de actuacidén diferentes a la del glucagdn, por ello es-
tudiamos el efeéto de los acidos grasos en presencia de
adrenalina y vasopresina.

En las figuras 26y 27se muestran que los acidos
grasos inhiben la actividad fosforilasa a estimulada por
la adrenalina y vasopresina respectivamente. A las con-

8_3.107°

centraciones estudiadas (10~ M) de adrenalina,
no hemos conseguido alcanzar la méxima activacidén de 1la
fosforilasa a. Por 1o tanto no podemos referirnos a va-

lores ni de activacidn mé&xima ni de Ka para la adrenalina.



Sin embargo, es aparente que los acidos grasos ejercen
un efecto inhibidor sobre la actividad glucogenolitica
de la adrenalina.

En la figura 27, también se observa que los acidos
grasos tienen un efecto inhibidor de la glucogenolisis
estimulada por la vasopresina, y que esta accidn se
ejerce a nivel de la estimulacidén méxima. Es importante
seflalar que en nuestras condiciones experimentales no
hemos encoﬁtrado variaciones significativas con respec-
to a los valores de Ka para la vasopresina con respecto
a los hepatocitos de ratas controles. Este dato quizés
podria estar conectado con el hecho de gque la vasopre-
sina ejerce su actividad glucogenolitica por mecanismos
independientes a la activaqién de la proteina quinasa y
del cAMP como ya se ha sefialado en la Introduccidn.

También hemos de seflalar, que para apreciar un ma-
yor efecto inhibidor de los &acidos grasos, las células
deben estar bieh oxigenadas como se muestra en la fi-
gura 28 . En la cual se puede observar como en células
anéxicas se consigue una menor activacidn de fosforila-
sa a por glucagdn y por tanto un menor efecto de los
dcidos grasos.

En la tabla 1 se muestra los resultados obtenidos
con glucagdn y acido palmitico en ratas alimentadas.

En las tablas 2 y 3 se presentan los valores individuales



122

de las figuras 24 y 25 se puede observar que los valores
absolutos de la actividad fosforilasa era variable y no
se correlacionaba con el estado deyalimentacién del ani-
mal. Como el efecto de los &cidos grasos era ligeramente
mayor en las ratas en ayuno, se ha elegido estas condi-

ciones para las diferentes hormonal estudiadas.
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TABLA 1

Efecto de los acidos grasos (2.5 mM) sobre la actividad
fosforilasa a estimulada por diferentes concentraciones

de glucagdbdn. Ratas alimentadas.

Actividad fosforilasa a
U/g celulas

Glucagdn -FFA +FFA

oM 0.531 + 0.02 0.413 + 0.01
1071 0.700 + 0.01 0.600 + 0.01
3x107 2.480 + 0.2 1.370 + 0.09
5.7x10" 1M 2.610 + 0.03 1.840 + 0.05
10719 2.900 + 0.01 2.500 + 0.02
1.7x1071% M 3.000 + 0.04 2.800 + 0.04
3x10710 u 3.300 + 0.05 2.950 + 0.08
5.7x1079 M 3.400 + 0.02 2.970 + 0.02
107% 3.180 + 0.01 3.000 + 0.03
3x107% 3.140 + 0.02 2.870 + 0.06
1078 2.830 + 0.02 2.660 + 0.04

(n=6)
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TABLA 2

Efecto de los &4cidos grasos (acido palmitico, 2.5 mM),
sobre la actividad fosforilasa a en hepatocitos aislados
de rata (24 h ayuno). Estimulada por diferentes concen-

traciones de glucagbdn.

Actividad fosforilasa a

U/g celulas

Glucagdn ~FFA +FFA
10711y 0.791 + 0.02 0.778 + 0.01
3x10” 11y 1.013 + 0.03 0.943 + 0.03
107 8.798 + 0.20 1.260 + 0.09
3x10" 1% 9.653 + 0.19 1.434 + 0.08
1079 M 9.832 + 0.21 7.902 + 0.10
3x107% 10.632 + 0.09 9.816 + 0.05
1078 u 10.448 + 0.02 9.216 + 0.11

(n=4)
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TABLA 3

Efecto del &cido palmitico sobre la actividad fosfori-
lasa a en ratas ayunadas (48 h).

Actividad fosforilasa a
U/g celulas

Glucagdn -FFA +FFA
- 0.385 + 0.01 0.420 + 0.02
1071 M 0.675 + 0.03 0.440 + 0.01
ax107t! u 0.845 + 0.05 0.460 + 0.03
5.7x107! M 0.944 + 0.10 0.450 + 0.04
10710 i 1.064 + 0.09 0.718 + 0.03
1.7x10710 1.700 + 0.03 0.730 + 0.05
3x10710 2.050 + 0.08 1,250 + 0.09
5.7x107 10 2.040 + 0.04 1.400 + 0.07
1079 M 1.950 + 0.04 1.700 + 0.07
1078 1.999 + 0.06 1.630 + 0.05

(n=4)
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2.1. Efecto de los acidos grasos sobre la activacion

fosforilasa por dibutiril cAMP

Como ya es bien conocido, el mecanismo molecular
de activacidén del glucagdn implica la activacidn pre-
via de la adenilciclasa. La adicién a los hepatocitos
de dibutiril AMPcciclico, pudiera darnos algin tipo de
informacidén acerca de la etapa glucogenolitica inhibi-
da por los acidos grasos. En la fig. 29 , se muestran
los resultados obtenidos en este disefio experimental.
Se observa que el dibutiril cAMP cuando se adiciona a
hepatocitos incubados a diferentes dosis, estimula 1la
activacidén de la fosforilasa a. En similares condicio-
nes cuando se afiadid® palmitado (2.5 mM), se observd
una disminucién de la activacidén fosforilasa a a dosis
submaximales de dibutiril AMP ciclico (O'B_IAPM dbcAMP) .
A concentraciones mas elevadas de dbcAMP (S—IOIPM) el
efecto inhibidor desaparece. Estos resultados. se: pueden

interpretar de la siguiente forma:

1.- E1 efecto inhibidor de los acidos grasos se mantie-
ne en presencia de bajas dosis de dibutiril AMP ciclico,
lo cuédl sugiere que los acidos grasos no actuan a nivel

de la adenilciclasa sino en alguna etapa posterior.

2.- A dosis elevadas de dibutiril AMP ciclico, la accidn
de los &cidos grasos desaparece. Ello sugiere también

que existe una competencia entre el cAMP o algunos de
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los metabolitos de las secuencias siguientes: proteina

quinasa, fosforilasa, Ca2+, ATP, etc.) y los acidos

grasos ''per: se" o algunos de sus metabolitos.
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3. EFECTO DEL GLUCAGON, ADRENALINA Y VASOPRESINA SOBRE

LOS NIVELES DE CUERPOS CETONICOS EN HEPATOCITOS AISLA-

DOS DE RATA

El efecto observado de los &4cidos grasos sobre
la glucogenolisis estimulada por hormonas, podria ser
debida a una inhibicidén primaria ejercida por los
acidos grasos en alguna de las etapas enzimaticas im-
plicadas, o bien a un efecto causado por algin pro-
ducto de su metabolismo. Para investigar parcialmente
esta posibilidad, estudiamos el efecto de los cuerpos
ceténicos sobre la actividad fosforilasa a en hepato-
citos aislados. Previamente se estudid si la cetogé-
nesis estaba aumentada en nuestras preparaciones, des-
pués de la adicidédn de acidos grasos (2.5 mM).

Estéd bien establecido que el glucagdn tiene un
efecto cetogénico (SCHADE y col. 1979) aunque, el pa-
pel que desempefia en este proceso tanto el estado de
alimentacidén del animal como otros efectores (piruva-
to, alanina, etc.) estd aun en discusién. En la figura 30

Se observa gque el glucagdn tiene un efecto ceto-
génico y que éste varia dependiendo si el animal esté
en ayunas (A) o alimentado (B). Para nuestros propdé-
sitos queremos sbélo destacar que tanto en esta figura

( 30 ) como en las tres figuras siguientes (31,32,33)
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la presencia de acidos grasos eleva entre 6 y 8 veces
la produccidén de cuerpos cetdnicos.

En nuestros resultados, con respecto al efecto de
la vasopresina, no estéan de acuerdo con los descritos
por otros autores (WILLIAMSON y col., 1980). Estos in-
vestigadores describen que la vasopresina (10 nM)inhibe
la cetogénesis estimulada por 1 mM de oleato. Quizéas la
discrpancia en los resultados se podria explicar en la
diferente concentracidén de acidos grasos utilizada, que
en nuestros experimentos es de 2.5 mM y en la del trabajo
citado es de 1 mM de oleato.

El efecto de la adrenalina ilustrado en la figura 34,

coincide con el descrito por SUGDEN y col. (1982).
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4, EFECTO DE LOS CUERPOS CETONICOS SOBRE LA ACTIVIDAD

FOSFORILASA a

Después de comprobar que en nuestras preparaciones
existe sintesis de cuerpos cetdnicos a partir de palmi-
tato, quisimos averiguar si los resultados obtenidos
sobre la actividad fosforilasa a eran debido a los aci-
dos grasos o a los cuerpos cetdédnicos como producto de
su metabolismo. Para ello, incubamos los hepatocitos
con diferentes concentraciones (2 mM, 4 mM y 8 mM) de
acetoacetato y P -hidroxibutirato. Medimos la actividad
fosforilasa a a distintos tiempos de incubacién (0, 15
y 30 min). Los resultados se representan en la figura 35.
En ella se observa que existe una disminucidn de la acti-
vidad fosforilasa a a medida que aumenta el tiempo de
incubacidén. Comparando la actividad fosforilasa a de las
células incubadas con cuerpos cetdédnicos, con los contro-
les (células sin cuerpos cetdnicos en el medio), se
aprecidé que en el primer caso, existe un enlentecimiento
en la disminucidén de la actividad fosforilasa a. Otro
dato a destacar es que con acetoacetato se consigue una
menor disminucidén de fosforilasa a y que incluso a una
concentracién de 8 mM se consigue una activacidn de fos-
forilasa a con un valor miximo a los 15 min de incubacién.

Estos resultados, sugieren que los cuerpos cetdni-

cos o bien inhiben a la fosforilasa a fosfatasa o bien
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estimulan a la fosforilasa quinasa. Aunque no tenemos
datos suficientes para discernir entre ambas posibili-
dades, el aumento en la actividad fosforilasa a en pre-
sencia de acetoacetato 8 mM, podria indicar que la acti-
vacidén de la fosforilasa quinasa es mds relevante en el
caso del acetoacetato.

Una vez estudiado el efecto de los cuerpos cetdni-
cos " per se'" sobre la fosforilasa, era interesante
analizar el efecto de los cuerpos cetdnicos en presencia
de hormonas glucogenoliticas. Como muestra elegimos el
glucagdn. Los resultados se elustran en la figura 36 .
Se observa que los cuerpos cetdnicos no modifican 1la
actividad glucogenolitica del glucagbdn. Se concluye por
tanto que los cuerpos cetdénicos no son los responsables
de la disminucidn de sensibilidad de la fosforilasa a

al glucagdn en presencia de 4cidos grasos.
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5. NIVELES DE ATP Y DEL cAMP EN HEPATOCITOS AISLADOS

EN PRESENCIA DE GLUCAGON

Una de nuestras hepdtesis de trabajo fue que la
inhibicidén glucogenolitica ejercida por los Acidos
grasos podia deberse a una disminucidn en los niveles
de ATP y cAMP. Para verificar tal hipdtesis realiza-
mos los siguientes experimentos. Hepatocitos de ratas
en ayunas (48 h). Se incubaron durante 2 min con dife-
rentes concentraciones de glucagdn y acido palmitico
a 2.5 mM. La reaccidn se detuvo congelando las células
en nitrégeno liquido y se desproteinizaron. en el so-
brenadante se midid el ATP y el cAMP. Los datos obte-
nidos se ilustran en la tabla 4 . En ella se observa
una disminucidén de los niveles de ATP al estimular
con glucagdn respecto al grupo control, y que este
descenso se hace mas notable a concentraciones altas
de glucagdn (10—8 M). La no diferencia encontrada en
los niveles de ATP entre glucagdn sin y con &cidos
grasos puede ser interpretada con la no verificacién
del supuesto tedrico de partida.

En la tabla 5 se muestran los niveles de cAMP
encontrados en ambos grupos. En ella se observa que
no existen diferencias significatiyas en los niveles

de cAMP entre ambos grupos (+ acidos grasos).



Accidn del glucagébdn sobre los niveles de ATP gpmol/g
células) en hepatocitos aislados en presencia y au-

sencia de acido palmitico (o FFA).

Adiciones

FFA

Glucagén 10710 i

FFA + Glucagébn 10710y

Glucagdn 107%

FFA + Glucagbn 107 u

Glucagédn 1078 m

FFA + Glucagdn 1078

(n

TABLA 4

ATP ( pmol/g células)

4)

0.467
0.486
0.473
0.494
0.444
0.400
0.152

0.314

s

|+

I+

|+

I+

0.
0
0
0.
0
0
0
0

.080

.070

020

.014
.029
.019

.073
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TABLA 5

Niveles de cAMP estimulados por glucagdn en hepatoci-

tos aislados.

cAMP (pmoles/g células)

Adicién ~FFA + FFA
Glucagén 1071 12 + 0.6 10 + 0.3
Glucagén 2.107 11 14 + 0.3 12 + 0.5
Glucagén 10710 29 + 0.8 19 + 0.4
Glucagén 3.107 10 132 + 1.0 120 + 1.1
Glucagdn 1072 179 + 0.9 175 + 0.9

(n=5)
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5.1. Niveles de cAMP en presencia de adrenalina

En la tabla 6, se muestran los niveles de cAMP
obtenidos en presencia de diferentes concentraciones
de adrenalina. En ella puede observarse cdmo no existe
aumento en sus niveles. Este dato corrobora los resul-
tados obtenidos por diversos autores (SHERLINE y col.
1972; HUSTON y col., 1976) que demuestran que en he-
patocitos de rata la adrenalina actua por receptores X,
independientes de cAMP.

También puede apreciarse (tabla 6) cdémo no existen
diferencias en los niveles de cAMP en presencia de

acido palmitico (2.5 mM).



Accibn de la adrenalina sobre los niveles de cAMP
(pmoles/g de celulosa) en hepatocitos aislados en

presencia y ausencia de &cido palmitico (2.5 mM)

Adrenalina

TABLA 6

cAMP(pmoles/g celulas)

=2 =2 =

=2 =2 =2 =

-Ac.

palmitico

22

20

19

17

25

15

15

23

+

1

(n=3)

o O

.3

+Ac.

palmitico

18

17

14

13

15

18

21

20

ha

0.
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6. SINTESIS DE GLUCOGENO EN HEPATOCITOS AISLADOS

6.1. Efectode la glucosay los adcidos grasos sobre la

sintesis de glucdgeno

La sintesis de glucdgeno se midid por la incorpo-
racién de U—14C—glucosa en el glucdgeno en hepatocitos
incubados a 30 y 60 min. Los resultadcs obtenidos en
diferentes experimentos se muestran en la fig. 37 . Se
observa que los hepatocitos acumulan glucbdgeno en fun-
cién del tiempo de incubacidén en todos las experiencias
realizadas. Es también de sefialar la no correlacidn
observada entre la concentracidén de glucosa y la sinte-
sis de glucdgeno, asi como la variabilidad encontrada
interexperimentos. Datos recientes de otros autores re-
velan que la sintesis de glucdgeno en hepatocitos ais-
lados es bastante diferente en un medio Na y que UGnica-
menté cuando el ién Na se sustituye por ién K (HUE y
col., 1975) o bien cuando se afiade glutamina al medio
de incubacidn (KATZ y col., 1976) es cuando la sintesis
de glucdgeno se hace notoria. Esta situacién obtenida
con los hepatocitos contrasta con la observada en el
higado intacto o bien en sistema de perfusién de higado.
En estos modelos experimentales, la sintesis de glucd-
geno alcanza un promedio<kel%ymoles/min. Sin embargo de
nuestros resultados y en los citados anteriormente con
hepatocitos, se calcula que la sintesis es menor que en

el higado intacto.



14
(U-""C) glucosa incorporada al glucdgeno (}Jmol/gr.pr‘ot.)

147

a b
20—+ 40 4
14 °
(@]
30 4 O
O
104
° 20 A PY
o}
10 +
0 ‘ 2 0 : ;
30 60 30 60
c d
4 °
120 L ] 100 1 o
o
75 + ®
80 + 0]
50 4
40 L bt
O
25 +
0 t : 0 ; :
30 60 30 60
Tiempo de incubacidén (min.)
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Otra observacién de la fig.37 es que el acido
palmitico no tiene efecto sobre la sintesis de glucd-
geno estimulada por la glucosa, Estos resultados con-
trastan con los observados por nosotros en el tejido
adiposo en donde los acidos grasos contfarrestan la
sintesis de glucdgeno dependiente de la insulina

Aunque los resultados entre los diferentes experi-
mentos son distintos, la comparacidén dentro de cada
experimento demuestra una buena respuesta, lo cudl es

indice de una viabilidad adecuada de los hepatocitos.

6.2. Efecto de los cuerpos cetdnicos sobre la sintesis

de glucdgeno

En la fig. 38 se muestran los resultados obtenidos
en hepatocitos incubados con acetoacetato y @ -OH butif
rato a diferentes concentraciones (2, 4 y 8 mM), sobre
la sintesis de glucégeno. E1 medio de incubacién
(KRB + Na¥), contenia 30 mM-glucosa. A los 40 min de
incubacidén se midié la sintesis de glucbdgeno por la

14C-glucosa a glucdgeno. Se puede

incorporacién de U-
observar como existe una menor incorporacidén de glucosa
en presencia de acetoacetato 8 mM. Este dato no se pue-

de imputar a un efecto tdxico, pues a igual concentra-

cidén de ﬁ -OH no existe diferencias respecto al control

e incluso la viabilidad celular postincubacidn era iden-

tica a la hallada en grupo control. Este dato puede
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Fig. 38.- Efecto de los cuerpos cetdnicos sobre la sintesis de

glucdgeno. Medio-Na+, 30 mM-glucosa, incubacién 40min.
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estar correlacionado con la mayor activacidén de fosfo-
rilasa a encontrada con igual concentracién de acetoa-
cetato.

En la tabla 7 y 8 se muestran los resultados obte-
nidos en otrs experimentos; se obser&é un comportamiento
similar. Las diferencias encontradas, de/umol/g de pro-
teinas de glucosa incorporada, de un experimento a otro
en iguales condiciones de incubacidn, pueden ser debidas
a las concentraciones intrinsecas de cada animal.

En la figura 39, el medio de incubacidn utilizado
es KRB + K' con iguales concentraciones de glucosa y
cuerpos cetbdnicos, en ella no se encuentran diferencias
significativas respecto al grupo control, incluso son
ligeramente superiores con ﬁ -0OH.

En ratas ayunadas (24 h) incubadas con glucosa 30
y 50 mM (Fig. 40) y ﬂ>-OH, se observa que a menor con-
centracidén de glucosa, existe menor sintesis de glucé-
geno con ﬁ -OH. Esta disminucidén no varia al aumentar
la conceniracién de @ -0OH. COn 50 mM—glucosa no se apre-
cian diferencias con respecto al control.

Es de sefialar, como veremos en los resultados de
tejido adiposo, el diferente comportamiento de cuerpos

cetonicos y acidos grasos, segin el tejido efector.



TABLA 7

Efecto de los cuerpos cetdnicos ((?—OH y acetoacetato) sobre la sintesis de glucbgeno

en hepatocitos aislados. Con 30 mM-glucosa.

Adiciones
ﬁ -Hidroxibutirato acetoacetato le°1 glucosa incorp./g prot/40 min
- - 22.36 + 0.33 (n=4)
2 mM - 12,45 + 0.32 (n=4
4 mM - 17.86 + 0.05 (n=4)
8 mM - 19.63 + 1.25 (n=4)
- 2 mM 15.25 + 0.75 (n=4)
- 4 mM 16.53 + 0.68 (n=4)
- 8 mM 15.40 + 0.89 (n=4)

16T



TABLA 8

Efecto de los cuerpos cetébdnicos ({3—hidroxibutirato y acetoacetato) sobre la sinte-

sis de glucbgeno en hepatocitos aislados. Con 30 mM-glucosa.

Adiciones
/B—Hidroxibutirato acetoacetato Ipmol glucosa incorp./g prot/40 min
- - 11.40 + 0.14 (n=4)
2 mM - 11.40 + 0.28 (n=4
4 mM - 10.26 + 0.25 (n=4)
8 mM ~ ~ 10.20 + 0.18 (n=4)
- 2 mM 11.00 + 0.01 (n=4)
- 4 mM 10.36 + 0.10 (n=4)
- 8 mM 8.63 + 0.23 (n=4)

AR
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40 min.
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7. TEJIDO ADIPOSO

Todas las ratas utilizadas para obtener los resul-
tados expuestos a continuacidn, fueron previamente some-

tidas a estados de ayuno realimentacidn.

7.1. Efecto de los &cidos grasos sobre la sintesis de

glucdgeno en tejido adiposo

Como se ilustra en la figura ( 41 ), la incubacién
de tejido adiposo epididimal, finamente dividido, de
ratas realimentadas en presencia de insulina (a dosis
de maxima estimulacibn), con diferentes concentraciones
de |U—14C|glucosa (5-20 mM), produce una incorporacidn
lineal de glucosa al glucdgeno, después de 60 min de in-
cubacién. La adicidn en estas condiciones de acido pal-
mitico (2,5 mM) producia una disminucidén de la sintesis
de glucdgeno a bajas concentraciones de glucosa (5 y 10mM).
A 20 mM-glucosa este efecto inhibidor no era significati-
vo.

Esta accidén inhibidora de los &cidos grasos afiade
nueva informacidén a los resultados previamente conocidos
de la inhibicidén que los acidos grasos ejercen tanto so-
bre el transporte de glucosa como en la lipolisis en los
adipocitos.

Cuando se estudid la relacidn dosis-efecto (tabla 9)
de los &acidos grasos, observamos una dismimucidn creciente

de sintesis de glucdgeno a 10 mM glucosa. A una concen-
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Fig. 41.- Efecto del &acido palmitico 2.5 mM.

sintesis del glucdgeno a diferentes concentraciones
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tracibén de glucosa mas alta (20 mM) esta inhibicidn ain

en la sintesis era menos perceptible (tabla 9 ).

7.2. Efecto de los cuerpos cetdnicos sobre la sintesis de glu-

cbégenc ' en tejido adiposo

Para evaluar si este efecto de los acidos grasos
esta causado por productos de su metabolismo tales como
cuerpos cetdénicos, se estudid el efecto del acetoacetato
e hidroxibuturato (4 mM) en la sintesis del glucdgeno en
trozos de tejido epididimal incubados a diferentes con-
centraciones de insulina (1 y 10 mU/ml).

En la figura 42 , se muestra que ambos metabolitos
( @ -hidroxibutirato y acetoacetato), poseen un efecto
estimulador a concentracidén de hormonas submaximas y que
desaparece a concentraciones mas altas de hormonas
(10 mU/ml). Este hecho sugiere que ambos cuerpos cetdédni-
cos interaccionan con insulina en similares o relaciona-
dos sitios de unidén en la membrana del adipocito, facili-
tando la entrada o transporte de glucosa. En todos nues-
tros experimentos, hemos observado un mayor efecto del
acetoacetato que del ﬁ -hidroxibutirato.

Es de seflalar la disociacidén entre la accidn de los
dcidos grasos y la de los cuerpos cetdnicos en el proceso

de sintesis de glucdgeno en tejido adiposo.



Efecto de 1los écidoslgrasos sobre la sintesis de glucdgeno en tejido adiposo.

TABLA = 9

CON GLUCOSA 10 mM

Insulin + acidos grasos

0.5 mM

1.0 mM

CON GLUCOSA 20 mM

incubacidn

umol/g
/

0.

0

0

725

.525
.536

. 446

.226
.216
.141

.064

*

I+

0.03
0.02
0.04

0.01

.02

.01

(n=4)
(n=4)
(n=4)

(n=4)

(n=4)
(n=4)
(n=4)

(n=4)

8S1
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1. ASPECTOS METODOLOGICOS

Antes de discutir nuestros resultados, creemos ade-
cuado realizar un breve anédlisis de los métodos méas

usuales de obtencidén de hepatocitos.

a) Importancia de la técnica de manipulacién

RUTTER y BROSEMER (1961), demostraron la existencia
de una degradacibén de glucdgeno por la & amilasa en
hepatocitos aislados obtenidos por procesos mecanicos.
Con lo cual parte de la glucogenolisis que obtendriamos
seria independiente de la activacidén de la fosforilasa
y secundaria a la accidén de esta amilasa liberada du-
rante la perfusidén hepatica. Por lo expuesto anterior-
mente nuestro primer objetivo fue reducir al maximo las

manipulaciones violentas o excesivas.

b) Oxigenacidn .

Es imprescindible una adecuada oxigenacidén durante
todo el proceso de perfusidén, aislamiento e incubacidn
de hepatocitos. En la fig. 26 se muestran los resultados
obtenidos con células oxigenadas y andxicas. Se observa
una menor activacidén de la fosforilasa a por glucagdn
en la anoxia debido a una lisis celular aumentada; una
excesiva oxigenacidén provocaria iguales resultados. Por
todo lo cual, es imprescindible, que todo el proceso de
aislamiento se verifique con rapidez (aproximadamente
20 min); tiempos mds largos conllevarian a una anoxia y

muerte celular.
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c) Concentracidén y tiempo de perfusibdn con colagenasa

La concentracidn de colagenasa utilizada por noso-
tros es de 40 mg/100 ml. Coincide con la descrita por
otros autores (comunicacidén personal de L. HUE, 1983).
Previamente realizamos varios ensayos con concentra-
ciones diferentes y observamos sus efectos a nivel ce-
lular por el método "azul de trypan'". La maxima viabi-
lidad (80-90%) la obtuvimos a la concentracién de cola-
genasa anteriormente reseﬁada. Dosis mas grandes provo-
caban una aumentada lisis celular y al contrario dosis
inferiores un reducido numero de células.

El tiempo de perfusidén con colagenasa era variable
de un experimento a otro, dependiendo de las caracte-
risticas intrinsecas de cada higado utilizado. El1 mo-
mento adecuado para finalizar la perfusidén venia indi-
cado por el grado de reblandecimiento hepatico. Durante
la perfusidén es necesario evitar situaciones de isque-
mia celular, qﬁe producen un incremento de la fosfori-
lasa a basal (HEMS y WHITTON, 1980; SHAMAN y col., 1980;
CLARK y col., 1982), incluso en higados deficientes de

proteina quinasa (LUTAYA y col., 1983).

d) Resuspensibdn celular

Superadas las etapas previas es otro factor impor-
tante. Se debe realizar por agitacidén manual suave,
pues se ha demostrado (BONTEMPS, 1979) que la agitacidn
mecanica provoca lisis celular al igual que una centri-

fugacidén excesiva.
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e) Medio de incubacidn

El medio de incubacién utilizado por nosotros fue
el descrito por KREBS y HENSELEIT (1932) y repetidamen-
te preconizado por KREBS (1976) para el estudio del me-
tabolismo del glucdgeno en hepatocitos aislados.

Dado que en este apartado discutiremos el efecto
glucogenolitico de determinédas hormonas, antes seria
necesario conocer otros factores que aumenten la glu-
cogenolisis o afectan al metabolismo del glucégéno.

En los primeros minutos de incubacién, independien
temente de la concentracibén de glucosa en el medio, los
hepatocitos degradan su glucdgeno, tanto mds deprisa y
durante mas tiempo, cuanto menor sea la concentracidn
de hexosa (BONTEMPS, 1979).

Esto sugiere la necesidad de una preincubacidn
para eliminar la elevada actividad fosforilasa presente
inicialmente en la suspensidn celular (Fig. 22 ). En
nuestros experimentos hemos elegido como tiempo de
preincubacidén 15 min, sin encontrar variaciones en los
resultados obtenidos con 30 min de preincubacibn. Esta
preincubacidén, incluso en ausencia de glucosa exdgena
produce una disminucién del 40 al 60% en la actividad
inicial de la fosforilasa (BONTEMPS, 1979).

También se ha demostrado que en hepatocitos aisla-
dos de ratas alimentadas, incubados en un medio rico
en Na+, la velocidad de degradacidn del glucdgeno depende

de la concentracidén de glucosa del medio. En ausencia de
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glucosa exdgena, dicha degradacidén es muy elevada y va
disminuyendo progresivamente al ir aumentando la con-
centracibén de glucosa. Es abolida a concentraciones de
10-20 mM glucosa (BONTEMPS, 1979). Estos resultados
coinciden con los de WALLI y SCHIMASSEK (1976), pero
difiefen con los obtenidos por SEGLEN (1974) que no ob-
servan una detencidén de la glucogenolisis més que en
presencia de glucosa 40 mM. La diferencia de este autor
con nuestro método es la utilizacidén del tampdn Hepes.
También existe un control de la degradacidén del glucéd-
geno por si mismo, en funcidn de la degradacidén del po-
lisacéarido.

La intensa glucogenolisis que caracteriza los pri-
meros minutos de incubacidén en hepatocitos aislados de
ratas alimentadas, es anéloéa a la encontrada en higado
perfundido después de establecer la circulacibdn extra-
corporal (CRAIG, 1966; WOODS y KREBS, 1971) y esta pro-
bablemente relacionada con la anoxia de los primero mo-
mentos de incubaciébn.

La glucogenolisis, también depende de la concen-
tracidén intracelular de glucbdgeno. Se ha postulado que
es una reaccién de primer orden. La Km de la fosforila
sa a para el glucdgeno es 0,03% (TAN y NUTTALL, 1975).
Se piensa que el glucdgeno controla la velocidad de su
degradacidén modificando la concentracidn de fosforila-

sa a intracelular, posiblemente por actuacidén a nivel
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de la fosforilasa-quinasa (VAN DE WERVE, 1978) y/o de
la fosforilasa-fosfatasa (STALMANS y col., 1971).

El tiempo de incubacidn elegido para el estudio de
la accidén hormonal es de 2 min, después del cual encon-
tramos la maxima activacidn. Estos resultados coinciden
con un gran nGmero de autores (FAIN y col., 1976;

CHERRINGTON y EXTON, 1976; De WULF y col., 1980).
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2. EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE LA GLUCOGENOLISIS

HEPATICA

En este trabajo se demuestra claramente que el &ci-
do palmitico inhibe la glucogenolisis estimulada por el
glucagdn, adrenalina y vasopresina. Este efecto se ha
observado a concentraciones del orden de 2,5 mM de
dcidos grasos que son los que aparecen en plasma des-
pués de un estado de ayuno(NEWSHOLME,1983).

Es bien conocido, que la glucogenolisis hepéatica
se estimula a través de la activacidén de la fosforila-
sa a (SUTHERLAND, 1950; SUTHERLAND y CORI, 1951). Sin
embargo las etapas enzimAticas previas a la activacidn
de la fosforilasa a varian segin la hormona y el tejido.
Se ha demostrado que la fosforilasa quinasa de higado
de rata se puede activar "in vivo" por la administra-
cién de glucagdn (Van De WERVE, 1978); una activacidn
similar fue descrita con anterioridad por SHIMAZU y
AMAKAWA (1975). La simultaneidad de esta activacién con
la de la proteina quinasa, en hepatocitos aislados,
acompafiada de un aumento en la concentracién de AMP
ciclico "in vivo'" en higado de rata indica que la cas-
cada glucogenolitica descrita en miasculo (WALSH y KREBS,
1973) es con probabilidad igualmente operativa en el
higado. La sensibilidad al glucagdn de los ezimas de la
cascada glucogenolitica (Fig. 4 ) es comparable a la

descrita por EXTON y col. (1970) para la estimulacidn
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de la produccidén de cAMP, de la gluconeogénesis, asi
como para la inactivacién de la piruvato quinasa

(FELIU y col., 1976); las mismas dosis de glucagdn pro-
vocan la inactivacidén de la glucdgeno sintasa.

Contrariamente al glucagdn, ciertas hormonas y
otros efectores actuan independientemente del AMP cicli-
co (Fig. 43 ) y su accién sobre el metabolismo del glu-
cbgeno no se puede explicar por una estimulaciédn dé la
cascadawya qie la actividad proteina quinasa dependiente
del AMP ciclico no se modifica cuando la fosforilasa a
estd activada en presencia de vasopresina (KEPPENS vy
De WULF, 1976) y fenilefrina (CHERRINGTON y col., 1976).
Estas hormonas tampoco act@an por activacidén de la fos-
forilasa quinasa (KEPPENS y col., 1977; Van de WERVE,
1978).

Cierto nGmero de argumentos inciden a favor del
papel del idén Ca2+ en este mecanismo: en efecto, la
activacién della fosforilasa por las hormonas anteriores
estd muy disminuida cuando los hepatocitos se incuban
en ausencia de Ca2+ (ASSIMACOPOULOS-JEANNET y col.,
1977; KEPPENS y col., 1977; Van de WERVE y col., 1977a).
La produccidén de glucosa y la activacién de la fosfori-
lasa en hepatocitos incubados con vasopresina y angio-
tensina requieren igualmente la presencia de Ca2+ en el

medio (KEPPENS y col., 1977; WHITTON y col., 1977).

Otro tipo de experimentos han demostrado que en presen-
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cia de fenilefrina, angiotensina y vasopresina existe
una entrada de 450a en los hepatocitos y que este movi-
miento idénico se acompafia de una activacidédn de la fos-
forilasa.

Como ya hemos indicado en los resultados, el valor
de Ka para el glucagdn lo observamos a 10-10 M. Este
dato concuerda con los resultados de Van de WERVE y col.
(1977); aunque a diferencia de estos autores, la acti-
vacidén méxima de la fosforilasa a la encontramos a
1—3)(10—9 M de glucagdbdn, miestras que para Van de WERVE
es de 10'8 M. Otros autores también corroboran estos
datos, aunque difieren en el valor de Ka (ROBINSON y
col., 1971; EXTONycol., 1971; EXTON y PARK, 1972).

La maxima actividad glucogenolitica con adrenalina
la obtuvimos a una concentracién de 10—5 M, dato que
coincide con el descrito por otros autores (CHERRINGTON
y EXTON, 1976) y difieren con los trabajos de FAIN y

6 M. Con respecto a

col. (1976) qQue lo alcanzan con 10~
los niveles de AMP ciclico en nuestro trabajo no hemos
encontrado una elevacidn en sus niveles al estimular los
hepatocitos con diferentes concentraciones de adrenali-
na. Este dato coincide con los resultados obtenidos por
diversos autores (SHERLINE y col., 1972; EXTON y HARPER,
1975; HUSTON y col., 1976) que demuestran que en hepa-
tocitos de rata la adrenalina actla a través de recep-

tores & | independientes de AMP ciclico. SHERLINE (1972 )

fue el primero en demostrar que los agentes X -adrenérgicos
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activan la fosforilasa a sin modificar la concentracidn
de AMP ciclico y ofrece como explicacidén que sea secun-
dario a fendémenos de hipoxemia, provocados por la vaso-
constriccidn producida por la adrenalina.

Otros autores han demostrado que la adrenalina
actua a través de receptores ﬁ -adrenérgicos con el con-
siguiente aumento de AMP ciclico (ARNOLD y col., 1968
en perros; ARINZE y KAWAI, 1983, en cobayas; KAWAI y col.
1983, en conejos).

El mecanismo de activacidén de la adrenalina en el
momento actual sigue siendo una cuestidén adn no resuel-
ta, en la cual parece claro que segin el tipo de animal
actua por mecanismo diferente.

En nuestro trabajo no hemos encontrado diferencias
significativas en los niveles de AMP ciclico entre he-
patocitos incubados con adrenalina con los incubados
ademas con acido palmitico. Ello podria estar relacio-
nado con el hécho de que la adrenalina en higado de
rata no modifica los niveles de AMP ciclico.(Tabla 6).

La maxima actividad con vasopresina la hemos obte-

8

nido a 3,5 10" M (10"4 U/ml). Dato que coincide con

numerosos autores que afirman que los efectos glucogeno-
liticos de la vasopresina se obtienen a iguales concen-
traciones que los hallados en "el shock'" hemorréagico

5 4

(5.107°-6.10" " U/ml) (ROCHE y SILVA, 1969;FORSLING, 1971,

1973; HEMS y WHITTON, 1973; KEPPENS y Van de WERVE, 1977).
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En la introduccidén hemos comentado que la vasopre-
sina actla independiente del AMP ciclico y que como se-

2+ (HEMS y RODRIGUEZ, 197.8;

gundo mensajero actGa el Ca
STUBB, 1976; DeWULF y col., 1980). La fosforilasa qui-
nasa responsable de la activacidn fosforilasa es depen-
diente del Ca2+ para su actividad catalitica (KHOQ,1975;
VANDENHEEDE, 1977). Se ha propuesto que la vasopresina
causa un aumento en la concentracidn de Ca2+ citosdlico
estimulando la fosforilasa quinasa. El1 origen de este
cdlcio parece estar situado probablemente en algin de-
pbésito intracelular, que CHEN y col. (1978) propusieron
ser la mitocondria.

Algunos estudios realizados en hepatocitos y en hi-
gado perfundido, han demostrado que en presencia de
dcido palmitico existe un mayor contenido de glucdgeno
celular. Asi HOWAR y col. (1976), han demostrado que
tanto el palmitato como el caproato ejercen, en presencia
de glicerol, una inhibicidén en la degradacidén del glucd-
geno. Previamente, PENHOS y col. (1968), demostraron
que el mantenimiento de los niveles de glucdgeno en
higado perfundido de rata requeria la presencia de sue-
ro hiperlipémico. Ninguno de estos autores profundizan

en una explicacidén a nivel enziméatico.



172

3. MECANISMO MOLECULAR DE LA INHIBICION DE LA GLUCOGE-

NOLISIS

En el apartado anterior hemos sefialado gque ciertas
hormonas tienen la capacidad de promover la activacidn
de la fosforilasa.

En la investigacidén de los posibles mecanismos que
expliquen el efecto inhibidor de los &cidos grasos sobre
la activacidén de la fosforilasa puede resultar convenien
te analizar las hipotéticas diferentes etapas de interac
cidén con los acidos grasos (Fig. 44 ). En este esquema se
representan las distintas fases de un proceso de activa-
cidén enzimatica que tiene lugar para algunas hormonas
(glucagdn). Para otras hormonas, como ya hemos indicado,
el proceso es aparentemente diferente ya que incluye un
movimiento del Ca2+ sin activacidén de la proteinas qui-
nasa (KEPPENS, 1977; Van de WERVE, 1977).

Los acidos grasos podrian inhibir la glucogenolisis

hepatica a diferentes niveles:

A) Sobre la actividad adenil ciclasa, produciendo una
inhibicién y una concomitante disminucidn en los nive-

les de cAMP.

B) En la actividad proteina quinasa, o impidiendo 1la
disociacidn del holoenzima RC en sus dos subunidades

(Ry C).
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C) Produciendo una inhibicidén en los niveles de ATP o/y
Ca2+ intracelular. Si este efecto tiene lugar, la inhi-
bicidn repercute a dos niveles enzimédticos: sobre 1la

activacidén de la fosforilasa quinasa y sobre la activi-

dad fosforilasa quinasa a.

D) Los acidos grasos también pudieran tener un efecto

inhibidor sobre la actividad fosforilasa a.

A continuacidén comentamos brevemente estas cuatro
posibilidades.

Se ha descrito un efecto inhibidor de los &acidos
grasos sobre la activacidén adenil ciclasa en tejido adi-
poso (FAIN y SHEPARD, 1977). En los resultados mostrados
en la tabla 5 ‘se observa que en hepatocitos incubados
con diferentes concentraciones de glucagdbdn, el acido
palmitico no modifica significativamente la produccidn
de cAMP. Por tanto, se puede concluir que a partir de
estos datos no es posible interpretar la inhibicibén ob-
servada por los acidos grasos por una disminucidén de
los niveles de cAMP.

Asimismo, ha sido demostrada una inhibicidn de la
actividad proteina quinasa por el oleato en estractqs
de tejido adiposo (FAIN y SHEPARD, 1977). Sin embargo,
es dificil sugerir que este hecho tenga una traducciédn
fisioldgica, debido a que solamente se observa a una
relacién acidos grasos/albumina mayor que la encontrada
fisioldégicamente cuando la lipolisis es producida por la

estimulacidn hormonal.



HORMONA

ADENIL CICLASA

N0,

ATP = CcAMP

“////’RC
2+ V
Fosforilasa b ATP Ca C

l/caz.'-
Fosf. quinasa s  —~Fosf. quinasa

(activa) (inactiva)

Fosforilasa a

O,

G-1-P-= GLUCOGENDPO

Fig. 44.- Hipotético mecanismo de la inhibicidén de la glucogeno-

lisis por Acidos grasos. (Ver explicacidn en pagina

172 y sig.)

174



175

Por lo que respecta a los niveles de AMP ciclico,
es de seflalar que este metabolito desempefia un papel
fundamental en la conversidn de la fosforilasa b en su
forma activa, fosforilasa a )RALL y col., 1956; RALL y
SUTHERLAND, 1962; HIRATA y HAYAISHI, 1967; ROBINSON y
col., 1968; VANDENHEEDE y col., 1977b).

Los niveles de ATP encontrados en nuestro estudio
(Tabla 4 ) no muestran diferencias significativas en-
tre la presencia y ausencia de acidos grasos. Sin
embargo, otros autores han descrito un papel desacopla-
dor de los &cidos grasos en mitocondrias aisladas
(PRESSMAN-LARDY, 1956). También en adipocitos incubados
con adrenalina se observa un descenso de los niveles
intracelulares de ATP, explicado por los &cidos grasos
liberados por la hormona lipolitica (TAYLOR y HALPERIN,
1979).

Aunque, en hepatocitos aislados, no hemos encontra-
do descenso de los niveles de ATP por la presencia de
dcidos grasos, se puede sugerir, sin embargo, la nece-
sidad de estudiar el efecto desacoplador del palmitato
en membranas purificadas. Ello podria obviar la funciédn
reguladora de otras particulas subcelulares que podrian
amortiguar el efecto directo sobre la membrana plamética.

Debemos seflalar que el mantenimiento de los niveles
de ATP observados en este trabajo, revela un caracter no

téxico de los &cidos grasos y que la inhibicién de la
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fosforilasa es causada por un mecanismo que no implica
dafio celular.

Diferentes autores (Van de WERVE, 1977; De WULF y
col., 1980) han demostrado el requerimiento de calcio
para la activacidén de la fosforilasa quinasa y de la
conversién fosforilasa b en a en el higado. En nuestro
trabajo no hemos estudiado las diferentes hipdtesis so-
bre la procedencia de este Ca2+ (citoplasmatico, estra-
celular, microsomal o mitocondrial) (ASSIMACOPOULOS-
JEANNET, 1977; KEPPENS y col., 1977; BLACKMORE y EXTON,
1978), y la posibilidad de que el &acido palmitico pueda
‘quelar a este catiédn.

Es de sefialar, que el efecto de los &cidos grasos
lo hemos observado tanto en hormonas que requieren la
activacidén completa de la cascada glucogenolitica (glu-
cagbn), como para otras hormonas que dependen exclusi-
vamente del célcio para su actividad glucogenolitica
(X -adrenérgico, vasopresina).

Por Gltimo, cabria también una inhibicidén directa
de la activacién de la fosforilasa por altos niveles
de &cidos grasos, aunque el mecanismo estd aGn por dilu-
cidar. En resumen, a través de las diferentes posibili-
dades analizadas no podemos ofrecer una explicacidén mo-
'lecular definitiva del mecanismo de inhibicidn de los
dcidos grasos. Sin embargo la demostracidn del efecto

de los acidos grasos sobre la inhibicidén glucogenolitica
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explica a un nivel molecular la observacidn realizada
previamente, en animal intacto (HOLLOSZ/,1976) del aho-
rro de glucdégeno después de la adminiatracién intragis-

trica de una dieta rica en lipidos.



178

4. COMPARACION ENTRE LOS CUERPOS CETONICOS Y LOS ACIDOS

GRASOS SOBRE EL METABOLISMO DEL GLUCOGENO

Los cuerpos cetdnicos aparecen en plasma como pro-
ductos de una metabolizacidn excesiva de los acidos gra
sos. Esto es, cuando ya el exceso de acetil CoA libera-
do no puede "entrar" en el ciclo de Krebs, se dirige
hacia la sintesis de acetoacetato y @ hidroxibutirato.
En este contexto consideramos pertinente verificar si
la inhibicidén de la glucogenolisis por los &4cidos grasos
era causada, de una manera indirecta, por estos cuerpos
cetbnicos. Es necesario recordar que el higado es el
principal érgano cetogénico de los mamiferos superiores.

La adicidén de G hidroxibutirato y acetoacetato a
hepatocitos aislados estimulaba significativamente 1la
actividad fosforilasa a basal (Fig. 35). Este efecto
era muy marcado para el acetoacetato y ligeramente in-
ferior para el (3 hidroxibutirato. A diferencia del
dcido palmitico, la adicidn de cuerpos cetdnicos sobre
la glucogenolisis, estimulada por glucagdn, no modifica
la sensibilidad de la hormona para este proceso (Fig.36 ).
La mayor actividad de la fosforilasa a con los cuerpos
cetdnicos sugiere una explicacidn de la menor sintesis
de glucdgeno en hepatocitos aislados. E1 mayor efecto
inhibidor sobre la sintesis se ha encontrado para el
acetoacetato a concentracidén de 8 mM, aunque a 4 mM el

efecto es significativo (Fig. 38 ).
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to del &cido palmitico el cual no

nesis dependiente de glucosa (Fig.

En resumen, se puede afirmar
nicos no son los mediadores de la

la glucogenolisis ejercida por el
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comportamiento distin-
modifica la glucogé-
37 ).

que los cuerpos cetd-
accién inhibidora de

palmitato,.
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5. EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE LA SINTESIS DE

GLUCOGENO EN EL TEJIDO ADIPOSO

En este trabajo, se demuestra que a dosis de glu-
cosa, relativamente bajas, el adcido palmitico inhibe
la incorporacibén de U—lﬂcglucosa a glucdgeno estimula-
da por la insulina. La explicacidn a este hecho, habfia
que relacionarla con la inhibicidén del metabolismo de
la glucosa en presencia de acidos grasos (RANDLE, 1963).
Dicha inhibicidn parece ser ejercida a nivel del trans-
porte de glucosa. Ello se manifiesta en una menor acti-
vidad glucolitica. Detallados estudios, realizados en
tejido muscular han demostrado que el palmitato inhibe
el transporte de la 3-0O-metilglucosa, y que dicho efecto
puede ser invertido en presencia del bromoestearato
(inhibidor de 1la B -oxidacidén) (BIHLER, 1972). Este
efeéto competitivo de los acidos grasos sobre el meta-
bolismo de glucosa puede ser enmarcado dentro de un
esquema general de regulacidn entre ambos metabolitos
(RANDLE, 1963).

La inhibicién del transporte de glucosa en presen-
cia de acidos grasos puede sugerir una explicacién de
la disminuida sintesis de glucdgeno, ya que ello condu-
ciria a una menor concentracidn de las hexosas fosfatos.

Asimismo, en higado, se ha observado que los &cidos
grasos‘inhiben un gran nGmero de enzimas glucoliticos

(LEA y WEBER, 1968). De igual forma, estd aceptada la




181

estimulacidédn que los acidos grasos producen a nivel de
la gluconeogénesis. De los enzimas afectados en este
Gltimo proceso, el mejor estudiado es el efecto estimu-
lador de los &cidos grasos sobre la fructosa 1,6-difos
fatasa (CARLON y col., 1973). Del efecto inverso de los
dcidos grasos sobre la fosfofructoquinasa-l y de la
fructosa 1,6-difosfatasa se ha sugerido (LEA y WEBER,
1968) un papel regulador de los acidos grasos en la
relacién predominante de la glucolisis o de la gluconeo-
génesis. Sin embargo, existen también evidencias que
demuestran que la fosfofructoquinasa-1 se inactiva de
forma irreversible (CANDADAI y col., 1976).

En la interpretacidén de estos resultados, hay que
evitar generalizaciones excesivas, ya que, por ejemplo
se puede observar en nuestros datos un diferente com-
portamiento de los cuerpos cetdnicos segin el tejido
estudiado. Asi en tejido adiposo hemos encontrado una
estimulacién de la sintesis de glucdgeno (lo cual impli-
caria una mayor captacidén de la glucosa circulante),
mientras que en el higado encontramos un efecto opuesto.

No disponemos de datos para interpretar este hecho.
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6. IMPLICACIONES FISIOLOGICAS

Las concentraciones de 2,5 mM de &cido palmitico,
la mas utilizada a lo largo de este estudio, correspon-
den a los niveles fisioldgicos de acidos grasos en plas-
ma, en periodos cortos de ayuno, o posterior a una in-
gestidn rica en lipidos. En este estudio se muestra una
base enzimatica péra interpretar hechos ya conocidos a
nivel de animales intactos, en los cuales se habia demos-
trado con anterioridad que altos niveles de acidos gra-
sos producian un ahorro en el consumo de glucdgeno he-
patico.

En resumen, se puede afirmar que nuestros resulta-
dos, confirman los datos previamente demostrados por
HOLLOSZY (1976) y por NEWSHOLME (1983).

Es también necesario resefiar, que las diferencias
encontradas a nivel hepatico y de tejido adiposo pueden
tener una interpretacidén a la luz de datos previamente
conocidos. A saber: el diferente comportamiento de
estos tejidos con respecto al transporte de glucosa. Es
decir, mientras que la concentracidn intracelular hepa-
tica es igual a la concentracidn intraportal (lo cual
implica la no existencia de inhibicidn en su transporte
a nivel de la membrana plasmatica), en el tejido adiposo,
sin embargo, existe una etapa limitante en el transporte
de glucosa que es regulable por hormonas y por otras

moléculas.



183

Estd demostrado, que los acidos grasos son inhibido-
res del transporte de glucosa al interior del adipocito.
Esto sugiere que la inhibicidén de la sintesis de glucd-
geno en tejido adiposo, mostrado en nuestros resultados
por el 4cido palmitico,podria estar causada por una pre-
via inhibicidén de la entrada de glucosa, mecanismo que

no se produce en el higado.



CONCLUSIONES
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La suspensidén de hepatocitos aislados, obtenidos me-
diante la técnica de colagenasa, utilizados para la
realizacién de este trabajo presentaba una viabilidad
del 80-90% por el método de exclusidén de azul trypan.
El funcionalismo celular se verificd por diferentes
métodos: a) incorporacidén de U—14C glucosa al glucod-
geno (307,5)pmoles glucosa incorporados/g proteina x
X 40 min); b) por la disminucién de fosforilasa a y
concomitante aumento de sintasa en presencia de glu-
cosa; y ¢) por la activacidén de la fosforilasa a ante
diferentes hormonas (glucagdn, adrenalina y vasopre-

sina).

Como indice glucolitico se ha tomado el valor de la
actividad de la fosforilasa a. El &cido palmitico

(2,5 mM) provoca tanto una disminucidén en la actividad
méxima glucolitica, como una disminucién en la sensi-
bilidad de los hepatocitos para el glucagdn. La dismi-
nucién en la actividad maxima era variable de unos
experimentos a otros, y oscilaba entre 1,5-2 veces la
actividad observada en hepatocitos controles. Los
cambios mas significativos ocurrian con respecto a la
sensibilidad (Ka para glucagdn en ratas controles

-10

10 =10y,

M; Ka en presencia de &cido palmitico 3-5.10
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La glucogenolisis estimulada por adrenalina o vasopre-
sina también se encuentra disminuida por la presencia
de &cidos grasos. Este efecto se ejerce fundamental-

mente a nivel de la activacidén méxima con una dismi-

nucién de aproximadamente dos veces. En nuéstras con-
diciones experimentales no hemos encontrado variacio-
nes significativas en los valores de Ka para las hor-

monas.

Se concluye de 1los puntos anteriores 2 y 3 que el
efecto del 4cido palmitico se observa tanto si el meca-
nismo glucogenolitico requiere o no la presencia de

cAMP.

El estado de alimentacidn del animal no afecta a la
accidén del acido palmitico sobre la glucogenolisis.
El grado de oxigenacidén posee una relativa importan-
cia, ya que el efecto inhibidor del acido palmitico

es menor.

No existen variaciones significativas en los niveles
de ATP en presencia de acido palmitico (O,444i0,14/xnoles/

g células con 1072

M-glucagdn,frente a O,400iO,Z9fmles/
g células en presencia de glucagdn y 2,5 mM de acido

palmitico).

El 4acido palmitico no modifica los niveles de cAMP obte-

nidos en presencia de glucagdn y adrenalina.
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Con el objetivo de estudiar si algin producto del
metabolismo de los acidos grasos son los responsables
del efecto observado sobre la glucogenolisis, anali-
zamos la cetogénesis dependiente de hormonas y el
efecto de los cuerpos cetdnicos sobre la glucogenolisis.
La produccidn de cuerpos cetdnicos es dependiente de

-10

la concentracién de glucagdn (actividad méxima: 10 M),

> M) y vasopresina (A max:

adrenalina (Amax: 3.10°
10—4 U/1). Los Acidos grasos estimulan la cetogénesis
de 4 a 5 veces respecto a los valores controles. En

confirmacidén con resultados de otros autores, la adre-

nalina en ratas en ayuno (24 h) no estimula la ceto-

génesis.

Los cuerpos cetdnicos ( Q -hidroxybutirato y acetoace-
tato) a concentraciones de 2, 4 y 8 mM estimulan la
activacién fosforilasa a. El maximo valor se alcanza

a los 15 min de incubacién con acetoacetato 8 mM. Sin
embargo el ﬁ ~-hibroxybutirato y el acetoacetato a las
concentraciones anteriormente citadas no modifican la

actividad glucogenolitica del glucagdn.

La incorporacidn de U—14C glucosa a glucdgeno, en hepa-
tocitos, no se modifica por la presencia de acido pal-
mitico (2,5 mM). La méxima incorporacién (307)pmoles
de glucosa/g células) se obtiene a los 40 min de in-

cubacidén con 50 mM-glucosa.
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La adicidn de acetoacetato (8 mM), a hepatocitos de
ratas alimentadas, incubados durante 40 min en medio
Na® con 30 mM glucosa, disminuye significativamente
la sintesis de glucbdgeno (aproximadamenta a la mitad).
Con @ -hidroxibutirato a igual concentracidén no se
modifica. Sin embargo en un medio rico en K" a las
concentraciones estudiadas de 2, 4 y 8 mM de acetoa-
cetato yf3—hidroxibutirato no se observan variaciones

significativas.

En el tejido adiposo, a diferencia de lo acontecido
en higado, existe una disminucidén de la sintesis de
glucbdgeno en presencia de acido palmitico (1,5 mM y

2,5 mM) a 5 mM glucosa.

A partir de los resultados presentados, es posible
interpretar en términos enziméaticos la disminucidn
que la presencia de acidos grasos ejerce en el consu-
mo de glucbdgeno observada por Hollozszy y col. (1976).
Sin embargo, no disponemos de una teoria que pueda

explicar el mecanismo molecular de tal inhibiciébn.



BIBLIOGRAFIA




150

ALMAS, I., SINGH, B. y BORREBAEK, B. (1983)

The action of vasopressin and calcium on palmitate
metabolism in hepatocytes and isolated mitochondria from
rat liver.

Arch. Bichem. Biophys. 222(2), 370-379.

APKAN, J.O., GARDNER, R. y WAGLE, S.R. (1974)

Studies on the effects of insulin and acetylcholine on
activation of glycogen synthase and on glycogenesis in
hepatocytes isolated from normal fed rats.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 61, 222-229.

APPLEMAN, M.N., KEBS, E.G. y FISCHER, E.H. (1966)
Purification and properties of inactive liver phospho-
rylase.

Biochemistry, 5, 2101-2107.

ARINZE, I.J. y YUMIKO K. (1983)

Adrenergic regulation of glycogenolysis in isolated
guinea-pig hepatocytes: evidence that £ -2-receptores
mediate catecholamine stimulation of glycogenolysis.
Arch. Biochem. Biophys. 225(1), 196-202.

ARNOLD, A., McAULILFF, J.P., COLELLA, D.F., O'CONNOR, W.V,.
BROWN, T.G., J.R. (1968)

Adrenergic regulation of glycogenotlysis in liver dog.
Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. 176, 451-457,

ASHMORE, J., HASTINGS, A.B; y NESBETT, F.B. (1954)

The effect of diabetes and fasting on liver glucose 6-
phosphatase.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 40, 673-678.

ASSIMACOPOULOS-JEANNET, F.D., BLACKMORE, P.F. y EXTON, J.H.
(1977). Studies on ¥ -adrenergic activation of hepatic
glucose output.

J. Biol. Chem. 252, 2662-2669.




191

BALASSE, E.O. y NEEF, M.A. (1973)

Influence of nicotinic acid on the rates of turnover and
oxidation of plasma glucose in man.

Metabolism, 22, 1193-1204.

BALASSE, E.O. y NEEF, M.A. (1974)

Operation of the '"glucose-fatty-acid cycle'" during
experimental elevations of plasma free fatty acid levels
in man.

Europ. J. Clin. Invest. 4, 247-252.

BEAUFAY, H. y de DUUE, C. (1954)

Le systBme hexose-phosphatasique. IV. Spécitificité de
la glucose-6-phosphatase.

Bull. Soc. Chim. Biol. 36, 1525-1337.

BERRY, M.N. (1962)

Metabolic properties of cells isolated from adult mouse
liver.

J.Cell.Biol. 15, 1-8

BERRY, M.N. y SIMPSON, F.0. (1962)
Fine structure of cells isolated from adult mouse liver.
J. Cell. Biol. 15, 9-17.

BERRY, M.N. y FRIEND, D.S. (1969)

High-yield preparation of isolated rat liver parenchymal
cells.

J. Cell. Biol. 43, 506-520.

BERRY, M.N. y WERNER, H.V. (1974)
Additional comments on the preparation of #solated liver

cells. En: "Regulation of Hepatic Metabolism', Alfred

Benzon Symposium (Lundquist, F. y Tygstrup, N., Eds.)
vol, 6, pp. 7%1-753, Munksgaard, Copenhagen.



192

BIHLER, I. (1972)

Ionic effects in the regulation of sugar transport in
muscle. En: The Role of Membranes in Metabolic Regulation!'.
Edited: Myron, A. Mehleman. Academic Press, 1972, 411-422.

BIRCH, G.G., LEE, E.Y.C. y HEMS, D.A. (1974)
Structure and turnover of rat hepatic glycogen during
metabolic activity.

Int. J. Biochem. 5, 867-873.

BIRNBAUM, M.J. y FAIN, J.N. (1977)

Activation of protein kinase and glycogen phosphorylase
in isolated rat liver cells by glucogen and catecholamines.
J. Biol. Chem. 252, 528-535.

BISHOP, J.S. y LARNER, J. (1967)

Rapid activation-inactivation of liver uridine diphosphate
glucose-glycogen transferase and phosphorylase by insulin
and glucagon in vivo.

J. Biol. Chem. 242, 1354-1356.

BISHOP, J.S. y LARNER, J. (1969)

Presence in liver of a 3':5'-cyclic AMP stimulated kinase
for the I form of UDPG-glycogen glucosyltransferase.
Biochem. Biophys. Acta, 171, 374-377.

BISHOP, J.S., GOLDBERG, N.D. y LARNER, J. (1971)

Insulin regulation of hepatic glycogen metabolism in the
dog. |
Am. J. Physiol. 220, 499-506.

BLACKMORE, P.F., BRUMiEY, F.T., MERKS, J.L. y EXTON, J.H.
(1978)

Studies on«% -adrenergic activation of hepatic glucose
output. V. Relationship between * -adrenergic stimulation
of calcium efflux and activation of phosphorylase in
isolated rat liver parenchymal cells,.

J. Biol. Chem. 253, 4851-4858




193

BOLLEN, M., GEVERS, G. y STALMANS, W. (1983)

The activity of glycogen synthase phosphatase limits
hepatic glycogen deposition in the adrenalectomized
starved rat.

Biochem. J. 214, 539-545,

BOLLEN, M., HUE, L. y STALMANS, W. (1983)

Effects of glucose on phosphorylase and glycogen synthase
in hepatocytes from diabetic rats.

Biochem. J. 210, 783-787.

BONTEMPS, F., HUE, L. y HERS; H.G. (1978)
Phosphorylation of glucose in isolated rat hepatocytes.
Sigmoidal kinetics explained by the activity of gluco-
kinase alone,

Biochem. J. 174, 603-611.

BONTEMPS, F. (1979)

Regulation du metabolisme du glycogene dans des hepato-
cytes isoles de rat.

Tesis doctoral. Univ, Catdlica de Lovaina. 1979

BREANT, B., KEPPENS, S. y De WULF, H. (1981)

Heterologous desensitization of the cyclyc AMP-independent
glycogenolytic response in rat liver cells.

Biochem. J. 200, 509-514.

BROSTROM, M.A., REIMANN, E.M., WALSH, D.A. y KREBS, E.G.
(1970)

A cyclic 3',5'-AMP-stimulated protein kinase from cardiac
muscle. En: '"Advances in enzyme regulation" (Webes, G.
Ed.) vol. 8, 191-203, Pergamon Press, Oxford.

BROSTROM, C.O0., CORBIN, J.D., KING, C.A. y KREBS, E.G.
(1971). '
Interaction of the subunits of adenosine 3':5'-cyclic
monophosphate-dependent protein kinase of muscle.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 68, 2444-2447,.




194

BROWN, B.L., ALBANO, J.D.M., EKINS, R.P. y SGHERZY, A.M.
(1971).

A simple and sensitive saturation assay method for the
measurement of adenosine 3':5'-cyclic monophosphate.
Biochem. J. 121, 561-562.

BURCH, H.B., LOWRY, O.H., KUHLMAN, A.M., SKERJANCE, J.,
DIAMANT, E.J., LOWRY, S.R., y VON DIPPE, P. (1963)
Changes in patterns of enzymes of carbohydrate metabolism
in the developing rat liver.

J. Biol. Chem. 238, 2267-2273

CAHILL, G.F., Jr. ASHMORE, J., EARLE, A.S. y ZOTTU, S.
(1958b)

Glucose penetration into liver.

Am. J. Physiol. 192, 492-496

CAMPBELL, J., MARTUCCI, A.D. y GREEN, G.R. (1964)
Plasma albumin as an acceptor of free fatty acids.
Biochem. J. 93, 183-189

CANDADAI, S., RAMADOSS, KOSAKU, U. y JOHNSTON, J.M. (1976)
Studies on the fatty acid inactivation of phosphofructo-
kinase.

J. Biol. Chem. 251(1) 98-107

CARLSON, C.W., BAXTER, R.C., ULM, E.H. y POGELL, B.M. (1973)
Stimulation by oleate of rat liver fructose-1,6-diphos-
phatase activity.

J. Biol. Chem. 248, 5555-5561

CHEN, J.L.J., BABCOCK, D.F. y LARDY, H.A. (1978)

Norepinephrine, vasopressin, glucagon and A induce

23187
efflux of calcium from an exchangeable pool in isolated
rat hepatocytes.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 2234-2238




195

CHERRINGTON, A.D., ASSIMACOPOULOS, F.D., HARPER, S.C.,
CORBIN, J.D., PARK, C.R. y EXTON,J.H. (1976)

Studies on the -adrenergic activation of hepatic glucose
output. II. Investigation of the roles of adenosine 3':5'-
monophosphate and adenosine 3':5'-monophosphate-dependent
protein kinase in the actions of phenylephrine in isolated
hepatocytes.

J. Biol. Chem. 251, 5209-5218

CHERRINGTON, A.D. y EXTON, J.H. (1976)

Studies on the role of cAMP-dependent protein kinase in
the actions of glucagon and catecholamines on liver
glycogen metabolism.

Metabolism. 25(11) suppl. 1

CIUDAD, C.J., MASSAGUE, J. y GUINOVERT, J.J. (1979)

The inactivation of glycogen phosphorylase is not a
prerequiste for the activation of liver glycogen synthase.
FEBS Lett. 99(2), 321-324

CLARK, D.G., NEVILLE, S.D., BRINKMAN, M. y FILSELL, O.H.
(1982)

Glycogen metabolism in the liver of the neonatal and
control rat.

Biochem. J. 202, 623-629

COOPER, R.M. (1972)

Concentration of adenosine 3',5'-monophosphate-cyclic in
mouse pancreatic islets measured by a protein-binding
radioassay.

J. Biochem. 134, 599-605

COUSINEAU, D., GAGNON, D.J. y SIROIN, P. (1973)
Changes in plasma levels of vasopressin and protein in
response to haemorrhage in dogs.

Br. J. Pharmaciol. 47, 315-324




196

CRAIG, A.B. (1966)

Glucose, lactate, and potassium metabolism in the isolated
perfused rat liver.

Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 121, 281-286

CURNOW, R.T., RAYFIELD, E.J., GEORGE, D.T., ZENSER, T.U.
y DE RUBERTIS, F. (1975)

Control of hepatic glycogen metabolism in the rhesus
monkey: effect of glucose, insulin, and glucagon
administration.

Am. J. Physiol. 228, 80-86

DELANGE, R.J., KEMP, R.G., RILEY, W.D., COOPER, R.A. y
KREBS, E.G. (1968)

Activation of skeletal muscle phosphorylase kinase by
adenosine triphosphate and adenosine 3',5'-monophosphate.
J. Biol. Chem. 243, 2200-2208

DEVOS, P. y HERS, H.G. (1975)
Glycogen metabolism in the liver of the feetal rat.
Biochem. J. 140, 331-340

DEVOS, P. y HERS, H.G. (1979)

A molecular order in the synthesis and degradation of
glycogen in the liver.

Eur. J. Biochem. 99, 161-167

DEVOS, P. y HERS, H.G. (1980)

Glycogen in rat adipose tissue: sequential synthesis and
random degradation.

Biochem. Biochys. Res. Commun. 95(3), 1031-1036

DE WULF, H. y HERS, H.G. (1967)

The stimulation of glycogen synthesis and of glycogen
synthetase in the liver by the administration of glucose.
Eur. J. Biochem. 2, 50-56




197

DE WULF, H. y HERS, H.G. (1968a)
The interconversion of liver glycogen synthetase a and b

in vitro.
Eur. J. Biochem. 6, 552-557

DE WULF, H. y HERS, H.G. (1968D)

'The role of glucose, glucagon and glucocorticoids in the
regulation of liver glycogen synthesis.

Eur. J. Biochem. 6, 558-564

DE WULF, H., STALMANS, W. y HERS, H.G. (1968)

The influence of inorganic phosphate, adenosine triphos-
phate and glucose-6-phosphate on the activity of liver
glycogen synthetase ..

Eur. J. Biochem. 6, 545-551

DEIWULF, H., STALMANS, W. y HERS, H.G. (1970)

The effect of glucose and of a treatment by glucocorticoids
on the activation in vitro of liver glycogen synthetase.
Eur. J. Biochem. 15, 1-8

DE WULF, H. y KEPPENS, S. (1976)

Is calcium the second messenger in liver for cyclic
AMP-dependent glycogenolytic hormones?

Arch. Int. Physiol. Biochim. 84, 159-160

DE WULF, H., KEPPENS, S., VANDENHEEDE, J.R., HAUSTRAETE,F.,
PROOST, C. y CARTON, H. (1980)
Cyclic AMP-dependent regulation of liver glycogenolysis.

En: Hormones and Cell Regulation'". Vol. 4, pp.44-71

DROCHMANS, P. (1962)

Morphology of glycogen. Electron microscopoc study of the
negative stains of particulate glycogen.

J. Ultrastructure Res. 6, 141-163

DUMCOMBE, W.G. (1964)
Colorimetric analysis of free faty acid.
Clin. Chym. Acta, 9, 122-125




198

EXTON, J.H., MALLETTE, L.E., JEFFERSON, L.S., WONG, E.H.A.,
FRIEDMANN, N., MILLER, T.B.Jr. y PARK, C.R. (1970)

The hormonal control of hepatic gluconeogenesis.
Recent.Prog. Horm. Res. 26, 411-461

EXTON, J.H., ROBINSON, G.A., SUTHERLAND, E.W. y PARK, C.R.
(1971)

Studies on the role of adenosine 3',5'-monophosphate in
hepatic actions of glucagon and catecholamines,

J. Biol. Chem. 246, 6166-6177

EXTON, J.H. y PARK, C.R. (1972)

Interaction of insulin and glucagon in the control of
liver metabolism. En: Handbook of Physiology Endocrinology
(Washington, D.C., ed.) Am. Physiol. Soc. 7(1), 437-455.

EXTON, J.H., ROBINSON, G.A., SUTHERLAND,E.W. (1972)
Glucagon and cyclic AMP. En: Handbook of physiol (Steiner,
D.F. and Freinkel, N. Eds.) Am. Physiol.Soc. vol. 1.

EXTON, J.H. y HARPER, S.C. (1975)

Role of cyclic AMP in the actions of catecholamines on
hepatic carbohydrate metabolism. En: Advances in Cyclic
Nucleotide Research (Drummond, G.I., Greengard, P. y
Robinson, G.A., eds.) Raven Press. New York, 5, 519-532

EXTON, J.H., CHERREINGTON, A.D. y HUTSON, N.J. (1977)
Reexamination of the second messenger hypothesis of
glucagon and catecholamine action in liver. En: Glucagon
(P.P. Foa, J.S. Bojaj y N.L. Foa, eds.). Physiol. Clin.
Med. Editorial: Springer-Verlag, New York.

EXTON, J.H., ASSIMACOPOULOS-JEANNET, F.D., BLACMORE, P.F,
CHERRINGTON, A.D. y CHAN, T.M. (1978)

Mechanisms of catecholamine actions on liver carbohydrate
metabolism,

Adv. Cyclic. Nucl. Res. 9, 441-452




19%

FAIN, J.N. y SHEPHERD, R.E. (1975)

Free fatty acids as feedback regulators of adenylate
cyclase and cyclic 3':5'-AMP accumulation in rat fat cells.
J. Biol. Chem. 250, 6586-6592

FAIN, J.N., BIRNBAUM, M.J. y SCHULTZ, J. (1976)
Activation glycogen phosphorylase in isolatet rat liver
cells by glucagon, catecholamines and vasopresin.

Am. J. Physiol. 231, 191-197

FAIN, J.N., BIRNBAUM, M.L., POINTER, R.H. y BUTCHER, F.R.
(1977) ' A

The rike if cyclic adenosine and guanosine 3',5'-monophos-
phate in the regulation of glycogenolysis in rat liver
cells.

Frist International Symposium on hormonal Receptors in
Digestive tract Physiology. Elsevier. North Holland

Biomedical Press.

FAIN, J.N. y SHEPHERD, R.E. (1977)

Adenosine, cAMP metabolism, and glycogenolysis in rat
liver cells.

J.Biol. Chem. 252, 8066-8070

FELIU, J.E., HUE, L. y HERS, H.G. (1976)

Hormonal control of pyruvate kinase activity and of
gluconeogenesis in isolated hepatocytes.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 73, 2762-2766

FORSLING, M.L., MARTIN, N.J. y BURTON, A.M., (1971)
Release of neurophysin, oxytocin and arginine vasopressin
in the rat.

J. Endocrinol. 51, 413-414

FRIEDMAN, N. (1976)

Activation of protein kinase(s) by glucagon and cyclic
AMP in the rat liver.

Biochim. Biophys. Acta, 428, 495-508




200

GILMAN, A.G. (1970)

A protein binding assay for adenosine 3':5'-cyclic
monophosphate. '

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 67, 305-312

GLINSMANN, W.H. y MORTIMORE, G.E. (1968)

Influence of glucose and 3':5'-AMP on insulin respon-
siveness of the perfused rat liver.

Am. J. Physiol. 215, 553-559

GLINSMANN, W.H. y HERN, E.P. (1969)

Inactivation of rat liver glycogen synthetase by 3':5'-
cyclic nucleotides.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 36, 931-936

GLINSMANN, W.H., HERN, E.P. y LINCH, A. (1969)
Intrinsic regulation of glucose output by rat liver.
Am. J. Physiol. 216, 698-703

GLINSMANN, W., PAUK, G. y HERN, E. (1970)
Control of rat liver glycogen synthetase and phosphorylase
activities by glucose.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 39, 774-782

GORIS, J., DOPERE, F., VANDENHEEDE, J.R. y MERLEVEDE, W.
(1980)

Regulation of liver phosphorylase phosphatase.

FEBS Lett. 117(1), 117-121

GREEN, A. y NEWSHOLME, E.A. (1979)

Sensitivity of glucose uptake and lipolysis of white
adipocytes of the rat to insulin and effects of same
metabolites.

Biochem. J. 180, 365-370

GREENGARD, P., HAYAISHI, 0. y COLOWICK, S.P. (1969)
Enzymatic adenylylation of pyrophosphate by 3',5'-cyclic
AMP; reversal of the adenyl cyclase reaction.

Fed. Proc. 28, 467.



201

HANDBOOK OF CHEMISTRY AND PHYSICS (1974)
Propiedades Glucdgeno
55th Ed. Cleveland. Ohio, CRC Press)

HEMS, R., ROSS, B.D., BERRY, M.N. y KREBS, H.A. (1966)
Gluconeogenesis in the perfused rat liver.
Biochem. J. 101, 284-292

HEMS, D.A., WHITTON, P.D. y TAYLOR, E.A. (1972)
Glycogen synthesis in the perfused liver of the starved
rat.

Biochem. J. 129, 529-538

HEMS, D.A. y WHITTON, P.D. (1973)

Stimulation by vasopressin of glycogen breakdown and
gluconeogenesis in the perfused rat liver.

Biochem. J. 136, 705-709

HEMS, D.A., WHITTON, P.D. y MA, G.Y. (1975)

Metabolic actions of vasopressin glycagon and adrenalin
in the intact rat.

Biochim. Biophys. Acta, 411, 155-164

HEMS, D.A. y MA, G.Y. (1976)

Resistance to hepatic action of vasopressin, in generically
obese (ob/ob) mice.

Biochem. J. 160, 23-28

HEMS, D.A. HARMON, C.S. y WHINTTON, P.D. (1976)
Inhibition by parathyroid hormone of glycogen synthesis
in the perfused rat liver.

FEBS Lett. 58, 167-169

HEMS, D.A. (1978)
Hormonal control of glycogen-metabolizing enzymes in liver.

Biochem.Transactions, 6, 33-

HEMS, D.A., RODRIGUEZ, L.M. y WHITTON, P.D. (1978)

Rapid stimulation by vasopressin, oxytocin and angiotensin
IT of glycogen degradation in hepatocyte suspensions,
Biochem. J. 172, 311-317




202

HEMS, D.A. y WHITTON, P.D. (1980)
Control of hepatic glycogenolysis.
Physiol. Rev. 60, 1-39

HEMS, D.A. y WHITTON, P.D. (1980)
Control of hepatic glycogenolysis.
Physiol. Rev. 60, 2-50

HERS, H.G., BERTHET, J., BERTHER, L. y de DUUE, C. (1951)
Le systéme hexose-phosphatasigue. III. Localisation

intracellulaire des ferments pas centrifugation fractionnée.
Bull. Soc. Chim. Biol. 33, 21-41

HERS, H.G., STALMANS, W. DE WULF, H., LALOUX, M., y HUE, L.
(1974)

The control of glycogen metabolism in the liver,

En: "Metabolic Interconversion fo Enzymes". (Fischer, E.H.
Krebs, E.G., Neurath, H. y Stadman, E.R., eds.)

Springer Verlag, Heidelberg, 89-98

HERS, H.G. (1976)
The control of glycogen metabolism in the liver.
Ann. Rev. Biochem.45, 167-190

HERS, H.G., HUE, L., Van de WERVE, G., STALMANS, W. y
FELIU, J.E. (1977)

The homeostatic and hormonal control of the level of
glycemia by the liver. En: "Hormones and Cell Regulation"
(J.Dumont y J.Nufiez, eds.) Elsevier, North-Holland
Biochemical Press. Amsterdam, 111-118

HERS, H.G. (1980)

Carbohydrate metabolism and its regulation. En: "Inherited
Disorders of Carbohydrate Metabolism'" (Burman, D., Holton,
J.B. y Prennock, C.A., eds.)

M.T.P. Pres., Ltd. Lancaster, U-K, 3-18

HIRATA, M. y HAYAISHI, 0. (1967)
Adenyl cyclase of "Brevibacterium liquefaciens".
Biochem. Biophys. Acta, 149, 1-11




203

HIZUKURI, S. y LARNER, J. (1964)

Studies on UDPG: L -1, 4-glucose « -4 glucosyltransferase.
VII. Conversion of the enzyme from glucose 6-phosphate-
dependent to independent form in liver.

Biochemistry, 3, 1783-1791

HOWARD; R.B., CHRISTENSEN, A.K., GIBBS, F.A. y PESCH, L.A.
(1967)

The enzymatic preparation of isolated intact parenchymal
cells from rat liver.

J. Cell, Biol. 35, 675-684

HOWARD, R.B. y WIDDER, D.J. (1976)

Substrate control of glycogen levels in isolated hepato-
cytes from fed rats.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 68(1), 262, 269

HUE, L., BONTEMPS, F. y HERS, H.G. (1975%)

The effect of glucose and of potassium ions on the inter-
conversion of the two forms of glycogen phosphorylase and
of glycogen synthetase in isolated rat liver preparations.
Biochem. J. 152, 105-114

HUE, L. y FELIU, J.E. (1978)

Hormonal regulation of glycogenolysis and gluconeogenesis
in isolated rat hepatocytes.

Biochem. Trans. 6, 29-32

HUE, L. (1979)
Short term control of liver carbohydrate metaboclism.
Biochem. Soc. Trans. 7, 850-854

HUE, L. (1983)

Comunicacidn Personal. Facultad de Medicina. Sevilla.

HUGHES, B.P., BLACKMORE,P.F. y EXTON, J.H. (1980)
Exploration of the role of sodium in the £ -adrenergic regu-
lation of hepatic glycogenolysis.

FEBS. Lett. 121, number 2.




204

HUTSON, N.J., BRUMLET, F.T., ASSIMACOPOULOS, F.D., HARPER,
S.C. y EXTON, J.H. (1976)

Studies on the &« -adrenergic activation of phosphorylase
and gluconeogenesis and inactivation of glycogen synthase
in isolated rat liver parenchymal cells.

J. Biol. Chem. 251, 5200-5208

INGEBRETSEM, W.R., Jr y WAGLE, S.R. (1972)

A rapid method for the isolation of large quantities of
rat liver parenchymal cells with high anabolic rates.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 47, 403-410

ITARTE, E., ROBINSON, J.C. y HUANG, K.P. (1977)

Total conversion of glycogen synthese from the I-to
D-form by a cyclic AMP-independent protein kinase from
rabbit skeletal muscle,

J. Biol. Chem. 252, 1231-1234

ITARTE, E., MOR, A., PENA, J.M., SALAVERT, A., CUSSO, R. y
GUINOVART, J.J. (1979)

Cyclic AMP-dependent glycogen synthase kinase from rat
liver.

FEBS Lett. 101(2), 347-350

JEFFERSON, L.S., EXTON, J.H., BUTCHER, R.W., SUTHERLAND,
E.W. y PARK, C.R. (1968) _

Role of adenosine 3!',5'-monophosphate in the effects of
insulin and antiinsulin serum on liver metabolism.

J. Biol. Chem. 243, 1031-1038

KATZ, J., GOLDEN, S. y WALS, P.A. (1976)
Stimulation of hepatic glycogen synthesis of amino acids.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 73, 3433-3437

KEPPENS, S. y DE WULF, H. (1975)

The activation of liver glycogen phosphorylase by vaso-
pressin.

FEBS Lett. 68, 279-282



205

KEPPENS, S. y DE WULF, H. (1976)

The activation of liver glycogen phosphorylase by angio-
tensin II.

FEBS. Lett. 68, 279-282

KEPPENS, S., VANDENHEEDE, J.R. y DE WULF, H. (1977)

On the role of calcium as second messenger in liver for

the hormonally induced activation of glycogen phosphorylase
Biochem. Biophys. Acta 496, 448-457

KEPPENS, S. y DE WULF, H. (1979)

The nature of the hepatic receptors involved in vasopressin
induced glycogenolysis.

Biochem. Bophys. Acta 588, 63-69

KEPPENS, S. DE WULF, H. (1984)

Vasopressin and angiotensin cotrol the activity of liver
phosphodiesterase.

Biochem. J. 222, 277-280

KHOO, J.C. y STEINBERE, D. (1975)
Stimulation of rat liver phosphorylase kinase by micromolar
concentrations of Ca2+.

FEBS Lett. 57, 68-72

KIRK, C.J. y HEMS, D.A. (1974)

Hepatic action of vasopressin: lack of a role for adenosine
3',5'-cyclic monophosphate.

FEBS Lett. 47, 128-131

KREBS, E.G. (1966)

Phosphorylase b kinase from rabbit muscle.

En: '"Methods in Enzymology'". Neufeld, E.F. y Ginsburg, V.
eds. Academic Press, New York, 8, 543-546

KREBS, E.G. (1972)
Protein Kinases.
Curr. Top. Cell. Regul. 5, 99-133.




2006

KREBS, H.A. y HENSELEIT, K. (1932)
Hoppe-Seyler's.
Physiol. Chem. 210, 33-36

KREBS, H.A. (1976)

General discussion on methodological aspects, assessment

of physiological competence of isolated cells, quantitative
aspects and expression of results.

En: "Use of Isolated Liver Cells and Kidney tubules in
Metabolic Studies'" (Tager, J.M., S&ling, H.D. y Williamson,
J.R. , eds.) North-Holland Publishing Company, Amsterdam
Oxford, 261-264

KREBS, H.A., CORNELL, N.W., LUND, P. y HEMS, R. (1974)
Isolated liver cells as experimental material.

En: '"Regulation of Hepatic Metabolism, F. Lundquist y
N. Tygstrup, eds.

Alfred Benzon Symp. 6, 726-750

KREBS, E.G. y BEAVO, J.A. (1979)
Phosphorylation-dephosphorylation of enzymes.
Ann. Rev. Biochem. 48, 923-959

KRETCHMER, N. (1959)

Enzymatic patterns during development. An approach to the
biochemical definition of immaturity.

Pediatrics 23, 606-617

KUMON, A., YAMAMURA, H. y NISHIZUKA, Y. (1970)

Mode of action of adenosine 3',5'-cyclic phosphate on
protein kinase from rat liver.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 41, 1290-1297

KUO, J.F. y GREENGARD, P. (1969)

Cyclic nucleotide-dependent protein kinases. IV. Widespread
occurence of adenosine 3',5'-monophosphate-dependent protein
kinase in varios tissues and phyla of the animal kirgdom.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 64, 1349-1355




207

LALOUX, M., STALMANS, W. y HERS, H.G. (1978)

Native and latent forms of liver phosphorylase phosphatase.
The non-identity of native phosphorylase phosphatase and
synthase phosphatase.

Eur. J. Biochem. 92, 14-24

LANGAN, T.A. (1968)

Histone phosphorylation: stimulation by adenosine 3',5'-
monophosphate.

Science, 162, 570-580

LARNER, J. (1953)
The action of branching enzymes on auter chains of glycogen.
J. Biol. Chem. 202, 491-503

LEA, M.A. y WEBER, G. (1968)

Role of enzymes in homeostasis VIII. Inhibition of the
activity of glycolytic enzimes by free fatty acids.

J. Biol. Chem. 243, 1096-1102

LEE, E.Y.C. y WHELAN, W.J. (1971)

Glycogen and starch-debraching enzymes.

Enzymes, 5, 191-234

LELOIR, L.F., TRUCCO, R.E., CARDINI, C.E., PALACIN, A. y
CAPUTTO, R. (1948)

The coenzyme of phosphoglucomutase.
Arch. Biochem. Biophys, 19, 339-340

LELOIR, L.F. y CARDINI, C.E. (1957)
Biosynthesis of glycogen from uridine diphosphate glucose.
J. Am. Chem. Soc. 79, 6340-6341

LELOIR, L.F., OLAVARRIA, J.M., GOLDEMBERG, S.H. y CARMINATTI,
H. (1959)

Biosynthesis of glycogen from uridine diphosphate glucose.
Arch. Biochem. Biophys. 81, 508-520




208

LOEB, J.E. y BLAT', C. (1970)

Phosphorylation of some rat liver ribosomal proteins and
its activation by cyclic AMP.

FEBS Lett. 10, 105-108

LOWRY, O.H., ROSEBROUGH, N.J., FARR, A.L. y RANDALL, R.J.

(1951)
Protein measurement with Folin phenol reagent.
J. Biol. Chem. 193, 265-275

LUFT, J.H. (1956)
Beta particules in the structure of glycogen.
J. Biophys. Bioehem. Cytol. 2, 799-801

LUTAYA, G., SHARMA, R.J. y GRIFFITHS, J.R. (1983)
Glycogenolysis in liver of phosphorylase kinase-deficient
rats during liver perfusion and is chalmia,

Biochem. J. 214, 645-648

MACGARRY, J.D. (1978)
New perspectives in the regulation of ketogenesis.
Lilly Lecture, 1978

MACGARRY, J.D. y FOSTER, D.W. (1980)

Regulation of hepatic fatty acid oxidation and ketone body
production.

Ann. Rev. Biochem. 49, 395-420

MACKRELL, D.J. y SOKAL, J.E. (1969)

Antagonism between the effects of insulin and glucagon on
the isolated liver.

Diabetes 18, 724-732

MELLAMBYS, y WILLIAMSON, D.M. (1974)

30H Butirate and acetoacetato.

En: Methods of Enzimatic Analysis (H.V. Bergmeyer, ed.)
Academic Press, N.Y. 1836-1843




209

MEYER, W.L., FISCHER, E.H. y KREBS, E.G. (1964)

Activation of skeletal muscle phosphorylase b kinase
2+

by Ca™ .

Biochemistry, 3, 1033-1039

MILLER, T.B.,Jr. y LARNER, J. (1973)
Mechanism of control of hepatic glycogenesis by insulin.
J. Biol. Chem. 248, 3483-3488

MORTIMORE, G.E. (1963)

Effect of insulin on release of glucose and urea by
isolated rat liver.

Am . J. Physiol. 204, 699-704

MORTIMORE, G.E., KING, E., MONDON, C.E. y GLINSMANN, W.H.
(1967)

Effects of insulin on rat carbohydrate alterations in
perfused rat liver,

Am. J. Physiol. 212, 179-183

MUNCH-PETERSEN, A., KALCKAR, H.M., CUTOLO, E. y SMITH,
E.E.B. (1953)

Uridyl transferases and the formation of uridine triphos-
phate.

Nature, 172, 1036-1037

NEWSHOLME, E.A. y START, C. (1973)
Regulation in Metabolism,
John Wiley & sons, London, U.K.

NEWSHOLME, E.A. (1976b)

Carbohydrate metabolism in vivo: regulation of the blood
glucose level,

Clin. Endocrin. Metabol. 5, 543-578

NEWSHOLME, E.A. y LEECH, A.R. (1983)

Biochemistry for the Medical Sciences.

J. Weley & sons, Ltd. Ed. Library of Congress Catalogin
in Publication.



210

OKAJIMA, F. y UI, M. (1976)

Lack of correlation between hormonal effects on cyclic
AMP and glycogenolysis in rat liver.

Arch. Biochem. Biophys. 175, 549-557

OWEN, O.E., REICHARD, G.A., PATEL, M.S. (1979)
Energy metabolism in feasting and fasting.
Adv. Expt. Med. Biol. 111, 119-188

OZAWA, E., HOSO, K. y EBASHI, S. (1967)

Reversible stimulation of muscle phosphorylase b kinase
by low concentrations of calcium ions.

Biochem. J. 61, 531-533

PECK, E.J., Jr. y RAY, W.J., Jr. (1971)

Metal complexes of phosphoglucomutase in vivo. Alterations
induced by insulin.

J. Biol. Chem. 246, 1160-1167

PENHOS, J.C., WU, C.H., LEMBERG, A., DAUNAS, J., BRODOFF,
B., SODERO, A. y LEVINE, R. (1968)

Regulation in carbohydrate metabolism in liver.
Metabolism, 17, 246-259

PRESSMAN, B.C. y LARDY, H.A. (1956)

Effect of surface active agents on the latent ATPase of
mitochondria.

Biochimj Biophys. Acta, 21, 456-4%8

RALL, T.W., SUTHERLAND, E.W. y WOSILAIT, N.A. (1956)
The relationship of epinephrine and glucagon to liver
phosphorylase. III. Reactivation of liver phosphorylase
in slices and in extracts.

J. Biol. Chem. 218, 483-495

RALL, T.W. y SUTHERLAND, E.W. (1962)

Adenyl cyclase. II. The enzymatically catalyzed formation
of adenosine 3',5'-phosphate acid inorganic pyrophosphate
from adenosine triphosphate.

J. Biol. Chem. 237, 1228-1232




211

RANDLE, P.J., GARLAND, P.B., HALES, L.N. y col. (1963)
The glucose fatty acid cycle. Its role in insulin
sensitivity and the metabolic disturbances of diabetes
mellitus.

Lancet, i, 785-789

RANDLE, P.J., NEWSHOLME, E.A. y GARLAND, P.B. (1964)
Effects of fatty acids, ketone bodies and piruvate and
of alloxan-diabetes and starvation on the uptake and
metabolic fate of glucose in rat heart and diaphragm
muscles.

Biochem. J. 93, 652-665

RENNIE, M.J., WINDER, W.W. y HOLLOSZY, J.O. (1976)

A sparing effect of increased plasma fatty acids on muscle
and liver glycogen content in the exercising rat.

Biochem. J. 156, 647-655

RENNIE, M.J.-yt HOLLOSZY, J.0. (1977)

Inhibition of glucose uptake and glycogenolysis by
availability of oleate in well oxygenated skeletal muscle.
Biochem. J. 168, 161-170

REVEL, J.P. (1964)
Structure glycogen: « y{? particles.
J. Histochem. Cytochem., 12, 104-114

ROBISON, G.A., BUTCHER, R.W. y SUTHERLAND, E.W. (1968)
Cyclic AMP.
Ann. Rev. Biochem. 37, 149-174

ROBISON, G.A., BUTHCER, R.W. y SUTHERLAND, E.W. (1971)
Cyclic AMP.
Academic Press, New York, 531

ROBINSON, A.M. y WILLIAMSON, D.H. (1980)

Physiological roles of ketone bodies as substrates and
signals in mammalian tissues.

Physiol. Rev. 60, 143-187




212

ROCHA DE SILVA, M. Jr. y ROSENBERGE, M. (1969)

The release of vasopressin in response to haemorrhage and
its role in the meshanism of blood pressure regulation.
J. Physiol. London, 202, 535-557

ROFE, A.M. y WILLIAMSON, D.H. (1983)
Metabolic effects of vasopressin infusion in the starved rat.
Biochem. J. 212, 231-239

ROSSEL-PEREZ, M., VILLAR-PALASI, C. y LARNER, J. (1962)
Studies on UDPG-glucose transglucosylase. I. Preparation
and differentiation of two activities of UDPG-glycogen
transglucosylase.

Biochemistry, 1, 763-768

RUDERMAN, N.B., ROSS, P.S., BERGER, M. (1974)

Regulation of glucose and ketone-body metabolism in brain
of anaesthetized rats.

Biochem. J. 138, 1-10

RUTTER, W.J. y BROSEMER, R.W. (1961)

Glucose production by isolated liver cells. An amylase-
oligoglucosidase pathway for glycogen breakdown.

J. Biol. Chem. 236, 1247-1252

SCHADE, D.S. y EATON, R.P. (1979)

The regulation of plasma ketone-body concentration by
counter regulatory. Hormonas in man. III. Effects of
norepinephrine in normal man.

Diabetes, 28(1), 5-10

SCHADE, D.S., WOODSIDE, N. y EATON, R.P. (1979)
The role of glucagon in the regulation of plasma lipids.
Metabolism 28(8), 874-883

SCHAUD ., J., GUTMANN, J. y LIPPERT, H. (1972)
Developmental changes of glycolytic and gluconeogenic
enzymes in foetal and neonatal rat liver.

Horm. Metab. Res. 4, 110-119




213

SCHLENDER, K.K., WEI, S.H. y VILLAR-PALASI, C. (1969)
UDP-glucose: glycogen X -4-glucosyltransferase I kinase
activity of purified muscle protein kinase cyclic nucleo-
tide specificity.

Biochem. Biophys. Acta, 191, 272-278

SEGLEN, P.0. (1974)

Autoregulation of glycolysis, respiration, gluconeogenesis
and glycogen synthesis in isolated parenchymal rat liver
cells under aerobic and anaerobic conditions.

Biochim. Biophys. Acta, 338, 317-336

SELAWRY, H., GUTMAN, R., FINK, G. y RECANT, L. (1973)

The effect of starvation on tissue adenosine 3',5'monophos-
phate levels.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 51(1), 198-203

SHARMA, R.J., RODRIGUEZ, L.M., WHITTON, P.D. y HEMS, D.A.
(1980)

Control mechanisms in the acceleration of hepatic glycogen
degradation during hypoxia.

Biochim. Biophys. Acta, 630, 414-424

SHERLINE, P., LYNCH, A. y GLINSMANN, W.M. (1972)

Cyclic AMP and adrenergic receptor control of rat liver
glycogen metabolism,

Endocrinology, 91, 680-690

SHIMAZU, R. y AMAKAWA, A. (1968)

Regulation of glycogen metabolism in liver by the autonomic
nervous system. II. Neural control of glycogenolytic
enzymes.

Biochim., Biophys. Acta, 165, 335-348

SHIMAZU, T. (1971)

Regulation of glycogen metabolism in liver by the autonimic
nervous system., Activation of glycogen synthetase by vagal
stimulation.

Biochim. Biophys. Acta, 252, 28-38




214

SHIMAZU, T. y AMAKAWA, A. (1975)

Regulation of glycogen metabolism in liver by the auto-
nomic nervois system. VI. Possible mechanism of phospho-
rylase activation by the splanchnic nerve.

Biochim. Biophys. Acta, 385, 242-256

SOBRINO, F. y HERS, H.G. (1980)

The inactivation of phosphorylase and activation of
glycogen synthase in the adipose tissue.

E. J. Biochem, 109, 239-246

SODERLING, T. R., Hicknbottom, J.P., REIMANN, E.M.,
HUNKELER, P.L., WALSH, D.A. y KREBS, E.G. (1970)
Inactivation of glycogen synthetase and activation of
phosphorylase kinase by muscle adenosine 3',5' monophos-
phate dependent protein kinase.

J. Biol. Chem. 245, 6317-6328

SOSKIN, S. (1940)
Liver and carbochydrate metabolism.
Endocrinology, 26, 297-308

SOSKIN, S. y LEVINE, R. (1946)
Carbohydrate metabolism.
University of Chicago Press, 315

STALMANS, W., DE WULF, H., LEDERER, B. y HERS, H.G.(1970)
The effect of glucose and of a treatment by glucocorticoids
on the inactivation in vitro of liver glycogen phospho-
rylase.

Eur. J. Biochem. 15, 9-12

STALMANS, W., DE WULF, H. y HERS, H.G. (1970)

The control of liver glycogen synthetase phosphatase by
phosphorylase.

Eur. J. Biochem. 18, 582-587




215

STALMANS, W., DE WULF, H., HUE, L. y HERS, H.G. (1974a)
The sequential inactivation of glycogen phosphorylase and
activation of glycogen synthetase in liver after the
administration of glucose to mice and rats. The mechanism
of the hepatic threshold to glucose.

Eur. J. Biochem. 54, 341-250

STALMANS, W., LALOUX, M. y HERS, H.G. (1974b)

The interaction of liver phosphorylase a with glucose
and AMP.

Eur. J. Biochem. 49, 415-427

STALMANS, W. y HERS, H.G. (1975)

The stimulation of liver phosphorylase b by AMP, fluoride
and sulfate. A technical note on the specific determina-
tion of the a and b forms of liver glycogen phosphorilase.
Eur. J. Biochem. 54, 341-350

STALMANS, W. (1976)
The role of the liver in the homeostasis of blood glucose.
Curr. Top. Cell. Reg. 11, 51-97

STALMANS, W. y LALOUX, M. (1979)

Glucocorticoids and hepatic glycogen metabolism.
En: "Glucocorticoid hormone action" (Baxter, J.D. y
Rousseau, G.G., eds.)

Monographs on Endocrinology, 12, 517-533

STALMANS, W. y GEVERS, G. (1981)
The catalytic activity of phosphorylase b in the liver.
Biochem. J. 200, 327-336

STUBBS, M., KIRK, C.J. y HEMS, D.A. (1976)

Role of extracellular calcium in the action of vasopressin
on hepatic glycogenolysis.

FEBS Lett. 69, 199-202



216

STUDER, R.K. y BORLE, A. (1982)

Differences between male and female rats in the regulation
of hepatic glycogenolysis. The relative role of calcium
and cAMP in phosphorylase activation by catecholamines.

J. Biol. Chem. 257, 7987-7993

SUGDEN, M.C., BALLI, A.J., ILIC, U., WILLIAMSON, D.M.(1980)
Stimulation of ll—l4Cl oleate oxidation to CO2 in isolated
rat hepatocytes by vasopressin: effects of Ca2+.

FEBS Lett. 116(1)

SUGDEN, M.C., WATTS, D.J. y MARSHALL, C. (1982)
Effects of adrenaline on ketogenesis from long-acid
medium~-chain fatty acids in starved rats.

Bioche. J. 204, 749-756

SUTHERLAND, E.W. (1950)

The effect of the hyperglycemic factor of the pancreas
and of epinephrine on glycogenolysis.

Recent. Prog. Horm. Res. 5, 441-463

SUTHERLAND, E.W. y CORI, C.F. (1951)

Effect of hyperglicemic-glycogenolytic factor and epine-
phrine on liver phosphorylase. |

J. Biol. Chem. 188, 531-543

TAN, A.W.H. y NUTTALL, F.Q. (1975)

Characteristics of the dephosphorylated form of phospho-
rylase purified from rat liver and measurement of its
activity in crude liver preparations.

Biochim. Biophys. Acta, 410, 45-60

TAYLOR, W.M. y HALPERIN, M.L. (1979)

Stimulation of glucose transport in rat adipocytes by
insulin, adenosine, nicotinic acid and hydrogen peroxide.
Role of adenosine 3',5'-cyclic monophosphate.

Biochem. J. 178, 381-389




217

THOMAS, J.A., SCHELENDER, K.K. y LARNER, J. (1968)

A rapid filter paper assay for UDP-glucose-glycogen
glucosyl transferase, induding an improved biosynthesis
of UDP—14C—glucose.

Ann. Biochem. 25, 486-499

TOLBERT, M.E.M., BUTCHER, F.R. y FAIN, J.N. (1973)

Lack of correlation between catecholamine effects on cyclic
adenosine 3':5'-monophosphate and gluconeogenesis in
isolated rat liver cells.

J. Biol. Chem. 248, 5686-5692

TURNQUIST, R.L. y HANSEN, R.G. (1973)

Uridine diphosphoryl glucose pyrophosphorylase.
En: "The Enzymes" (Boyer, P.D., ed.)

Academic Press, New York, 8, 51-71

VANDENHEEDE, J.R., KEPPENS, S. y DE WULF, H. (1976)
The activation of liver phosphorylase b kinase by glucagon.
FEBS. Lett. 61, 213-217

VANDENHEEDE, J.R., KEPPENS, S. y DE WULF, H. (1977a)
Inactivation and reactivation of liver phosphorylase b
kinase. o

Biochim. Biophys. Acta, 481, 463-470

VANDENHEEDE, J.R., KHANDELWAL, R.L. y KREBS, E.G. (1977Db)
Studies on the role of adenosine 3':5'-monophosphate in
the activation of liver phosphorylase.

J. Biol. Chem. 252, 7488-7494

VAN de WERVE, G., HUE, L. y HERS, H.G. (1977a)

Hormonél and ionic control of the glycogenolytic cascade
in rat 1liver.

Biochem. J. 162, 135-142

VAN de WERVE, G., STALMANS, W. y HERS, H.G. (1977b)
The effect of insulin on the glycogenolytic cascada in
rat liver.

Biochem. J. 162, 143-146




218

VAN de WERVE, G. (1978)
La cascade glycogénolytique dars le foie et sa regulatién.
Thése, 200 pp. Université Catholique de Louvain

VERHUE, W. y HERS, H.G. (1966)
A study of the reaction catalysed by the liver branching

enzyme.
Biochem. J. 99, 222-227

WALKER, G.J. y WHELAN, W.J. (1960)

The mechanism of carbohydrase action.8. Structures of the
muscle-phosphorylase limit dextrins of glycogen and
amylopectin.

Biochem. J. 76, 264-268

WALLI, A.K. y SCHIMASSEK, H. (1976)

Glycogen metabolism in isolated parenchymal liver cells.
En: "Use of isolated liver cells and kidney tubules in
metabolic studies" (Tager, J.M., S6ling, H.D. y Williamson,
J.R., eds.).

NorthHolland Publishing Company, Amsterdam, 426-429

WALSH, D.A., PERKINS, J.P. y KREBS, E.G. (1968)

An adenosine 3',5'-monophosphate-dependent protein kinase
from rabbit skeletal muscle.

J. Biol. Chem. 243, 3763-3774

WALSH, D.A., ASHBY, C.D., GONZALEZ, C., CALKINS, D.,
FISCHER, E.H. y KREBS, E.G. (1971a)

Purification and characterization of a protein inhibitor
of adenosine 3',5'-monophosphate dependent protein kinases.
J. Biol. Chem. 246, 1977-1985

WALSH, D.A., PERKINS, J.P., BROSTROM, C.O. y KREBS, E.G.
(1971b)

Catalysis of the phosphorylase kinase activation reaction.
J. Biol. Chem. 246, 1968-1976




219

WALSH, D.A. y KREBS, E.G. (1973)
Protein kinases.

Enzymes, 8, 555-581

WEBER, G. y CANTERO, A. (1957)

Glucose-6-phosphate utilization in hepatoma, regulatoring
and new born rat liver, and in the liver of fed and
fasted normal rats.

Cancer Res. 17, 995-1005

WERTHEIMER, E. y SHAPIRO, B. (1948)
The physiology of adipose tissue.
Physiol. Rev. 28, 451

WHITTON, P.D. y HEMS, D.A. (1975)

Glycogen synthesis in the perfused liver of streptozotocin
diabetic rats.

Biochem. J. 150, 153-165

WHITTON, P.D. y HEMS, D.A. (1978)

Actions of vasopressin-related peptides on glycogen
metabolism in the perfised rat liver.

Biochem. Pharmacol. 25, 405-407

WHITTON, P.D. y HEMS, D.A. (1977)

Specifity of the glucose effect on hepatic glycogen
synthesis: a glucose receptor in liver.

FEBS Lett. 74, 195-200

WHITTON, P.D., RODRIGUEZ, L.M. y HEMS, D.A. (1977)

Influence of extracellular calcium ions on hormonal
stimulation of glycogen breakdown in hepatocyte suspensions.
Biochem. Soc. ®rans. 5, 992-3994

WILLIAMS, T.F., EXTON, J.M., PARK, C.R. y REGEN, D.M.
(1968)

Stereospecific transport of glucose in the perfused rat
liver.

Ann. J. Physiol. 215, 1200-1209




220

WILLIAMSON, D.H., ILIC, V., TORDOFF, A.F.C. y ELLINETON,
E.U. (1980)

Interactions between vasopressin and glucagon on ketoge-
sesis and oleate metabolism in isolated hepatocytes from
fed rats.

Biochem. J. 186, 621-624

WIWDMUELLER, H.G. y SPAETH, A.E. (1980)

Respiratory fulls and nitrogen metabolism in vivo in
small intestine of fed rats.

J. Biol. Chem. 255, 107-122

WITTERS, L.A. y AVRUCH, J. (1978)

Insulin regulation of hepatic glycogen synthase and
phosphorylase.

Biochemistry, 17, 406-410

wOODS, H.F. y KREBS, H.A. (1971)
Lactate production &n the perfused rat liver.
Biochem., J. 125, 129-139

WOSILAIT, W.D. y SUTHERLAND, E.W. (1956)

The relationship of epinephrine and glucagon to liver
phosphorylase. II. Enzymatic inactivation of liver phos-
phorylase.

J. Biol. Chem. 218, 469-481

WOSILAIT, W.D. (1958)

Studies on the organic phosphate moiety of liver phos-
phorylase.

J. Biol. Chem. 233, 597-600




