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REGULACION DE LA GLUCOLISIS

La glucolisis constituye 1la primera fase de 1la
degradacidén completa de la glucosa a anhidrido carbdnico
Yy agua. Ademas de su papel catabdlico, 1la glucolisis
también tiene wuna funcién anabdlica, suministrando
esqueletos carbonados para la sintesis de acidos grasos,
colesterol y aminoacidos. Su orientacidn metabdlica depende
del tipo de tejido y del estado hormonal y nutricional.
Debido a esta ubicuidad no es sorprendente, por tanto, que
existan complejos mecanismos para el control de la
glucolisis intimamente relacionados con 1los estados
hormonal y nutricional.

Numerosos estudios han sido realizados para conocer los
mecanismos de control de 1la glucolisis. Las llamadas
reacciones limitantes de esta ruta metabdlica han sido
identificadas mediante andlisis cuantitativo. Los estudios
de KACSER Y BURNS (1973) y HEINRICH Y RAPOPORT (1974), gque
permiten calcular el grado de control a lo largo de
diferentes pasos de una via metabdlica, indicaron que el
control de la glucolisis se realiza fundamentalmente por la

hexokinasa y la fosfofructokinasa~1 (PFK-1). Estos estudios
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han sido aplicados a 1la glucolisis de eritrocitos
(RAPAPORT, T. A. et al 1976) y levaduras (FELL,D.A. 1984)

confirmando los resultados anteriores.

PAPEL DE LA FOSFOFRUCTOKINASA-1

La PFK-1 es un enzima alostérico con numerosos
moduladores, circunstancia que le convierte en un dptimo
candidato para 1la regulacién por cambios en la
concentracién de estos metabolitos. Se han realizado
numerosos estudios experimentales para conocer la
regulacidén de la actividad PFK-1, especialmente en relacidén
con el efecto Pasteur (para una revisidén ver KREBS, 1972;
RAMAIAH, 1974). El1 enzima hepatico purificado es un
tetrdmero con peso molecular aparente de 320.000 (MASSEY y
DEAL,1973; BRAND y SOLING, 1974; DUNAWAY y WEBER, 1974;
KEMP, 1971). La curva de saturacidén por sustrato de 1la
fructosa-6-fosfato presenta una cinética sigmoidal y esta
alostéricamente influenciada por los efectores del enzima.
El ATP, citrato, fosfoenolpiruvato y creatinfosfato son
efectores negativos e 1ncrementan 1a forma 51gm01de de la

o

curva. Los efectores como el AMP fosfato inorganico y 1la

P i

fructosa-1,6-difosfato, tienen un efecto opuesto e
incrementan la afinidad aparente por el sustrato (para una

revisién ver RAMAIAH, 1974; HOFMANN, 1976). Los cationes



12
monovalentes como el potasio o el amonio activan la PFK-1
y disminiyen la afinidad alostérica ejercida por el ATP
(OTTO el al.,1976). Este patrén general de regulacidn es
aplicable a la mayoria de los tejidos estudiados, sin
embargo, ciertas variaciones 6rgano-especificas pueden ser
encontradas, por ejemplo, el enzima hepdtico es mds
inhibido por el ATP y menos sensible a la activacidén por
AMP gque el muscular (KEMP, 1971; BRAD y SOLING, 1974;
GONZALEZ y KEMP, 1978). El control por AMP, citrato y Fru-
1,6-P2 presenta el interés afladido de su posible
implicacién en el control de 1la fructosadifosfatasa
(UNDERWOOD y NEWSHOLME, 1965). El efecto inhibidor de 1la
Fru-1,6-P2 sobre la fructosa difosfatasa tiene
probablemente poco interés fisioldégico ya gque requiere
concentraciones de aproximadamente 0.1 mM. Por otro lado el
efecto estimulador de este metaboliégmsobre la PFK-1 se
alcanza a concentraciones micromolares (HOOD y HOLLAWAY,
1976; SOLING et al .,1977). Se ha postulado también una
regulacion directa de 1la PFK-1 por accién de 1la
fructosadifosfatasa (UYEDA y LUBY, 1974;PROFFITT et al.,
1976). Esta regulacidén por interacidén directa entre ambos
enzimas ha sido reinvestigada recientemente. Parece ser que
la inhibicidn descrita es debida a desaparicién de Fru-1,6-
P2, activador de la PFK-1, promovida por la
fructosadifosfatasa. Se observd que la adicidén de glucosa-

1,6-difosfato, un andlogo de 1la Fru-1,6-P2 gque no es
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degradado por 1la fructosadifosfatasa, prevenia dicha
inhibicién.

La velocidad midxima de la PFK-1 varia de acuerdo con el
estado hormonal y nutricional del organismo; es
aproximadamente de Q.S ndcromol/min. por gr. de tejido
himedo en higados de ratés ayunadas o diabéticas, v
aproximadamente de }:5‘@}¢rpmplljmip. por gr. de tejido
himedo en ratas alimentadas (DUNAWAY y WEBER, 1974; SOLING
y KLEINEKE, 1976). Se ha encontrado gue uma pequefia
proteina de peso molecular aproximado de 3.500 protege 1la
PFK-1 contra la desnaturalizacién e inhibe la inactivacidén
de 1la misma por extractos 1lisosdmicos (DUNAWAY vy
SEGAL,1974). Su concentracién en el higado cambia de forma
paralela con los niveles de PFK-1l; sus niveles sonkmuy
bajos en higados de ratas ayunadas o diabéticas,
reapareciendo tras el tratamiento con glucosa e insulina
(DUNAWAY y SEGAL, 1974,1976). En un trabajo mds reciente se
ha sugerido que 1los niveles de PFK-1 hepdticos estan
regulados primariamente por los niveles de dicho factor
estabilizante (DUNAWAY et al.,1978). Este factor es
inestable en frio salvo en presencia de glucosa; su efecto
sobre la cinética de la PFK-1 es similar al ejercido por el
AMP (DUNAWAY Yy SEGAL; 1976). Es también capaz de
interaccionar con 1la fructosadifosfatasa inhibiendo 1la
estimulacién de este enzima por el oleato (SANKARAN et

al.,1975).
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A partir de los trabajos de BRAND y SOLING, se concluyd
que la PFK-1 hepdtica es un enzima que puede ser regulado
por fosforilacidén-defosforilacién (BRAND y SOLING, 1975;
BRAND et al.,1976; SOLING et al, 1978). Los hallazgos de
estos autores pueden resumirme en lo siguiente: una
preparacién de fosfofructokinasa gque correspode a la
fraccién proteica de un homogenado hepatico que precipita
a pH 5.5, puede ser completamente inactivada por la adicién
de magnesio y posteriormente reactivada por la adicidn de
ATP. Los cambios de actividad se observan en el rango de la
velocidad mdxima. Dos formas ‘del enzima pueden ser
separadas por cromatdagggggwen DEAE-celulosa. La forma
activa es un tétrémero con un peso molecular aparente de
320.000. La forma inactiva, gue no ha podido ser obtenida
aislada de la activa, es un complejo con un peso molecular

de 125.000. La transformacién del tetrdmero activo en el

R ST

mondémero inactivo es impedida por 1la Fru-1,6-P2. La

[e—

reacti?écién no depende de nucledétidos ciclicos y se
acompafia de la incorporacién de fosfato al enzima. Los
experimentos de incorporacidén de 32p demostraron gue no
existia una correlaciédn directa entre la fosforilacién y
el aumento de la actividad. La actividad de la tedrica
fosfatasa inactivante puede ser separada de la actividad
PFK-1. La actividad de 1la Kkinasa activante disminuye
rdpidamente durante el ayuno, incrementandose 6 horas

después de la realimentacidén. Los higados de animales
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ayunados poseen una alta actividad fosfatasa mientras que
en los animales alimentados dicha actividad es muy pegueia.
La interconversidén entre las formas activa e inactiva de la
PFK-1 estd influenciadoa por 1los niveles de glucosa
extracelular. La adicién de glucosa 30 mM al medio de
perfusién de higados procedentes de ratas ayunadas induce
una activacién de la actividad PFK-1 en pocos minutos. Este
efecto ha sido atribuido por los autores citados a una
rapida inactivacién de la fosfatasa.

Por otro lado, MEDICINO et al. en 1978 describieron una
fosforilacién de la PFK-1 por la proteina kinasa hepdtica.
La PFK-1 muscular no era, sin embargo, fosforilada. Los
experimentos realizados no consiguieron demostrar ningin
cambio en las propiedades cinéticas de la PFK-1.

La regulacidén de la actividad PFK-1 por la fructosa-2,6-
difosfato (Fru-2,6-P2) no fue descrita hasta 1980 y serd

resumida a continuacién.

DESCUBRIMIENTO DE LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO

El estudio del mecanismo de accién del glucagén en 1la
neoglucogénesis hepatica condujo al descubrimiento de 1la
fructosa-2,6~difosfato. Era bien conocido desde hace
aproximadamente 30 aflos que el glucagéon estimula 1la

neoglucogénesis e inhibe la glucolisis en preparaciones
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aisladas de higado (SCHIMASSEK y MITZKAT, 1963) y este
efecto habia sido relacionado con la capacidad de esta
hormona de incrementar las concentraciones de AMP ciclico
(AMPc) (revisado por EXTON et al, 1970). Las medidas de las
concentraciones de metabolitos intermediarios identificaron
dos puntos reguladores, uno entre el piruvato y el
fosfoenolpiruvato (SCHIMASSEK, 1963) y otro entre la
fructosa-1l,6-difosfato y la fructosa-6-fosfato (EXTON y
PARK, 1969; WILLIAMSON et al., 1969).

La inactivacién de 1la piruvatokinasa mediante 1la
fosforilacidn por una proteinkinasa dependiente de AMPc
ofrecid una explicacidn para este punto regulador (revisado
por ENGSTROM, 1978). Sin embargo, no se encontrd una
explicacién satisfactoria para la regulacién del ciclo
fructosa-1,6-difosfato/fructosa-6-fosfato hasta 1980. Los
estudios realizados posteriormente (VAN SCHAFTINGEN et al.,
1980b; HUE, 1981) demostraron que el glucagén disminuia el
flujo glucolitico a través de la PFK-1. En teoria, este
efecto de la hormona podia ser debido a un cambio en la
concentracién de un efector o a una modificacién covalente
en el enzima. Se encontrd que las concentraciones de Fru-

6 P o AMP _dos efectores _positivos, aumentéban, mlentras

~~~~ e g
e

que las de ATP, un 1nh1b1dor dlsmlnula estos cambl [ solo
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podia indicar una consecuencia de la disminucidén del flujo
a través de la PFK-1l. Una modificacidén covalente de la PFK-
1 fue seriamente considerada en 1979 cuando varios grupos
de investigadores (CASTANO et al., 1979; CLARKE et al.,
1979; KAGIMOTO y UYEDA, 1979; PILKIS et al., 1979)
mostraron que la actividad de la PFK-1 era reducida en
extractos de hepatocitos o de higados gque habian sido
expuestos al glucagdén. El cambio en 1las propiedacdes.
cinéticas de la PFK-1l consistia en una disminucién de 1la
afinidad por la Fru-6-P y un incremento en la inhibicién
por ATP.

VAN SCHAFTINGEN et al. en 1980b confirmaron la
existencia de un cambio en las propiedades cinéticas de 1la
PFK-1 inducidas por el glucagén en homogenados de higado,
pero encontraron que este cambio desaparecia si 1los
extractos eran filtrados en Sephadex G 25 o si el enzima
era purificado. La filtracién a través del gel disminuia la
afinidad de la PFK-1 por la Fru-6-P en los. homogenados
controles. Ademéé, cuando una fraccién de bajo peso
molecular preparada por ultrafiltracién de un extracto
control de hepatocitos era combinado con el enzima filtrado
en el gel, se restauraba la actividad enzimdtica a los
niveles encontrados en los extractos no filtrados de higado
control, es decir, esta fraccidén estimulaba la PFK-1. Estos
hallazgos permitieron concluir que el glucagdédn actuaba

causando la desapricién de un estimulador de bajo peso
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molecular de la PFK-1. La concentracién de este estimulador
en hepatocitos aislados deﬂratas en ayuno aumentaba en
presencia de glucosa (VAN SCHAFTINGEN et al., 1980b).

El estimulador presentaba las siguientes propiedades:
era destruido por las incubacidén con fosfatasa alcalina;
en la filtracidén en gel aparecia en las mismas fracciones
qgue la Fru-1,6-P2; a diferencia de los nucledtidos,no era
absorbido por el carbdn activado; precipitaba como sal de:
bario en ausencia de etanol; no era transformado por 1la
fructosabifosfatasa-1; a diferencia de la fructosa-1l,6-P2,
era répidamente destruido por los medios dcidos incluso a
baja temperatura (VAN SCHAFTINGEN et al., 1980b y 1980c).
La Gltima propiedad 4idé la clave para la identificacién del
estimulador. Cuando se incubaba en presencia de 0,01 M HC1
el estimulador parcialmente purificado desaparecia con una
vida media de 15 minutos, dando lugar a Fru-6-P y fosfato
en una cantidad estequiométrica. Se concluyd gue el
estimulador consistia en una molécula de fructosa con dos
fosforilaciones. Se sabia que los furanosilfosfatos eran
acidol biles a baja temperatura (KALCKAR, 1947; KLENOW,
1953). El1 metabolito fructosa-2,6-bifosfato pudo ser
obtenido al dejar reaccionar fructosa-6-fosfato con acido
fosférico concentrado. Este compuesto presentaba las
propiedades estimuladoras estudiadas. En principio, 1la
cantidad del mismo sintetizada mediante este método era

demasiado pequefia para la determinacidén de la configuracidn
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anomérica por resonancia magnética nuclear. La sintesis de
Fru-2,6-P2 se logrd mediante una modificacién del método de
'PONTIS y FISCHER (1963); la purificacién de la misma de la
fructosa 1,6-P2 se logrd facilitando la destruccidén de esta
dltima por la fructosa bifosfatasa-l o por calentamiento en
presencia de alcalis. Los estudios de resonancia magnética
nuclear indicaron 1la sintesis de este beta-andmero
(HESBAIN-FRISQUE et al., 1981; PILKIS et al., 198la; ‘UYEDA
et al., 1981b). El compuesto sintético tenia exactamente
las mismas propiedades gquimicas y bioldégicas que el

componente natural.

BIOSINTESIS Y DEGRADACION DE LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO

La presencia en el higado de rata de un enzima gque
catalizaba la sintesis de Fru-2,6-P2 a partir de Fru-6-P
Yy ATP fue descrita simultaneamente por cuatro grupos de
investigacidén independientes (EL-MAGHRABI et al., 1981;
FURUYA y UYEDA, 1981; HUE et al., 198la; VAN SCHAFTINGEN
y HERS, 1981b). Este enzima es una 6-fosfofructo 2-kinasa
(PFK-2). Su propieded mas caracteristica es que puede ser
inactivado por una proteinakinasa dependiente de AMPc (VAN
SCHAFTINGEN et al., 1981b; EL-MAGHRABI et al., 1982 a,b,c;
FURUYA et al., 1982a).

La hidrélisis de 1la Fru-2,6-P2 a Fru-6-P y fosfato
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inorganico es catalizada en el higado por por una fructosa-
2,6-P2 2-fosfatasa (FBP-2) (VAN SCHAFTINGEN et al., 1982a;
EL-MAGHRABI et al., 1982b). Al igual gque la PFK-2 este
enzima es controlado por fosforilacidén dependiente de AMPc;
pero en este caso se encontré que el enzima era activado
por la misma (VAN SHAFTINGEN et al., 1982a; EL-MAGHRABI et
al., 1982b,c). En el higado, la actividad PFK-2 y FBPasa-
2 es de 5-10 nmol/min/gr. a 30 oC (BARTRONS et al., 1983),
aproximadamente 100 veces menor que la actividad PFK-1 o
FBPasa-1. Una actividad PFK-2/FBP-2 pudo ser purificada
mediante elucién con fosfocelulosa (EL-MAGHRABI et al.,
1982b), Fru-6-P sepharosa (SAKAKIBARA et al., 1984a) o Blue
Sepharosa (VAN SCHAFTINGEN , 1985). Los autores
anteriormente citados no consiguieron separar 1las
actividades PFK-2 y FBP-2, lo que hace suponer que se trate
de una sola proteina de capacidad bifuncional. El enzima
purificado tiene un punto isoeléctrico de 6.6 y un peso
molecular de 100 000-110 000. Esta formado por dos
subunidades de peso molecular 49 000-55 000. La actividad
especifica del enzima purificado es del orden de 50 mU por
mgr. de proteina a 25 oC para ambas actividades PFK-
2/FBPasa-2. Posteriormente MURRAY et al. describieron en
1984 que un solo fosfopéptido era encontrado después de la
digestidén parcial del enzima, lo que hace pensar gue ambas
subunidades sean idénticas. Otras observaciones apoyan la

tesis de que se trate de un enzima bifuncional. En primer
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lugar, después de un ayuno superior a una semana, la
actividad FBP-2 disminuye de igual forma que la actividad
PFK-2 (HERS y VAN SCHAFTINGEN, 1984), lo que contradice la
ténica general de que los enzimas neoglucogénicos aumenten
con el ayuno. En segundo lugar, la activacién de la FBP-2 -
se acompafie de 1la inactivacién de la PFK-2. Este
paralelismo ha sido observado en hepatocitos aislados
después de la adicidén de glucagdn y en extractos hepdticos
incubados con AMPc y MgATP (BARTRONS et al., 1983), asi
como en experimentos con actividades purificadas PFK-
2/FBP-2 y proteina Kinasa AMPc dependiente (MURRAY et
al.,1984). A diferencia de la PFK-1, la PFK-2 hepdtica
no es inhibida por las altas cocentraciones de ATP, para el
cual muestra una cinética hiperbdlica con una Km del orden
de 0.2-0.4 mM (EL-MAGHRABI et al., 1981; VAN SCHAFTINGEN y
HERS; 1981b; KRETSCHMER y HOFMANN, 1984; SAKAKIRABA et al.
1984). Probablemente el enzima se encuentre normalmente
saturado por el ATP in vivo, excepto en condiciones de
sobrecarga de fructosa (VAN DEN BERGHE et al., 1980) o
anoxia (VINCENT et al., 1982; HUE, 1982).

La afinidad del enzima por la Fru-6-P y su velocidad
méxima depende de la concentracién de fosfato, pH y estado
de fosforilacién del enzima. En el caso del higado, el
fosfato disminuye la Km por la Fru-6-P y aumenta la
velocidad mdxima sin afectar a la Km por el ATP. La mitad

del maximo efecto del fosfato es obtenido a
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concentraciones del rango de 50-100 microM (VAN SCHAFTINGEN
y Hers, 1981b), lo que hace pensar que probablemente este
ion no tenga un importante papel regulador. En presencia de
5 mM de fosfato y a pH neutro, el enzima no fosforilado
muestra una cinética hiperbdélica frente a la Fru-6-P, con
una Km de 50 microM (VAN SCHAFTINGEN y HERS, 1981b); VAN
SCHAFTINGEN et al., 1981b; MURRAY et al., 1984). A bajas
concentraciones de fosfato la curva.es sigmoidal (LALOUX et
al., 1985).

El efecto de la fosforilacién sobre la actividad PFK-2
se relaciona con el efecto del PH del ensayo (VAN
SCHATINGEN et al., 1981b). En presencia de 5mM de fosfato
el enzima defosforilado muestra un pico de actividad a pH
6.5, diez veces superior a la del enzima fosforilado; dicho
pico no aparece en el enzima fosforilado, cuya actividad
mdxima se presenta a pH 8 (VAN SCHAFTINGEN et al., 1981b),
siendo esta igual a la del enzima no fosforilado.

La Fru-2,6-P2 es un inhibidor no competitivo de 1la
actividad PFK-2 hepatica con respecto a la Fru-6-P y el

ATP, con una Ki de de 50 microM (PILKIS et al., 1984;

KITAJIMA et al., 1984; LALOUX et al., 1985). La inhibicién
por ADP es no competitiva con respecto a la Fru-6-P y
competitiva respecto al ATP (KITAJIMA et al., 1984;
KRETSCHEMER y HOFMANN, 1984).

La PFK-2 hepatica es inhibida por el citrato, el

fosfoenolpiruvato (VAN SCHAFTINGEN vy HERS, 1981Db);
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KRETSCHEMER y HOFMANN, 1984; LALOUX et al., 1985), y el
glicerol-3-P (CLAUS et al., 1982; VAN SCHAFTINGEN et al.,
1984). La fosforilacién aumenta la sensibilidad del enzima
a la inhibicién por citrato y fosfoenolpiruvato (VAN
SCHAFTINGEN et al., 1981Db).

A diferencia de la actividad PFK-2, la actividad FBP-2
presenta un pH 6ptimo de 5.5-6 (VAN SCHAFTINGEN et al.,
1982a; EL-MAGHRABI et al., 1984). No existe un acuerdo
general sobre la Km de la FBPasa-2 por su sustrato, la Fru-
2,6-P2. Han sido descritos valores entre los 0.1 microM
(VAN SCHAFTINGEN et al., 1982a; MURRAY et al., 1984;
SAKAKIBARA et al., 1984) y los 10-100 uM (EL-MAGHRABI et
al., 1982b; FURUYA et al., 1982). La Fru-6-P es un
importante inhibidor no competitivo del enzima, efecto que
es parcialmente antagonizado por el glicerol-3-P, la
dihidroxiacetona fosfato y el glicerol-2-P (VAN SCHAFTINGEN
et al., 1982a; MURRAY et al., 1984; VAN SCHAFTINGEN et al.,
1984).

La fosforilacién de la FBP-2 no afecta a la Km pero
incrementa la velocidad md&xima 3 o 4 veces cuando el ezima
es medido a pH neutro y en presencia de glicerol-2-P,
glicerol-3-P o fosfato (VAN SCHAFTINGEN et al., 1982a;
MURRAY et al., 1984). Aunque se ha descrito que la
fosforilacién no afecta a la sensibilidad a la inhibiciédn
por Fru-6-P (VAN SCHAFTINGEN et al., 1982a; MURRAY et al.,

1984), otros autores indican una marcada inhibicidén ger la
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misma del enzima fosforilado (SAKAKIBARA et al., 1984a).
La velocidad maxima de la FBP-2 es incrementada por ATP,
GTP e ITP (VAN SCHAFTINGEN et al., 1982a). Este efecto
requiere 1la presencia de 1iones magnesio, manganeso O
cobalto y es dependiente del pH y del estado de

fosforilacién del enzima.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR LA

FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO

Los efectos mejor caracterizados de la Fru-2,6-P2 son‘
los ejercidos sobre la cinética de los enzimas directamente
implicados en 1la interconversidén entre 1la fructosa-6-
fosfato y 1la fructosa-2,6-difosfato, es decir, la

fosfofructokinasa-1l y la fructosadifosfatasa-l.

1. 6-fosfofructo-l-kinasa

La fructosa-2,6-difosfato fue descubierta originalmente
como un activador de la PFK-1 hepatica. Este enzima tiene
numerosos efectores; en ausencia de los mismos muestra una
baja afinidad y un alto grado de cooperatividad hacia su
sustrato, la fructosa-6-fosfato. La Fru-2,6-P2 aumenta la
afinidad del enzima hepatico para la Fru-6-P, pero no tiene
ningin efecto sobre la actividad maxima del enzima (PILKIS

et al., 1982b; HERS et al., 1982; UYEDA et al., 1982). El
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Ka para la Fru-2,6-P2 es aproximadamente 0,5 microM, que
hace que este azicar sea de 50 a 1000 veces mds efectivo
que la Fru-1,6-P2 (HERS et al., 1982; PILKIS et al.,1981),
y 2500 veces mds efectivo que la glucosa-1,6-P2 (HERS et
al., 1982) en la estimulacidén del enzima. Este metabolito
ademds libera a la PFK-1 de la inhibicién por el ATP (HERS
et al., 1982; UYEDA et al., 1982). También libera de la
inhibicidén ejercida por el citrato sobre el enzima (UYEDA
et al., 198la). Otro importante efecto de este metabolito
es potenciar la activacidén ejercida por el AMP (PILKIS et
al., 1982a; VAN SCHAFTINGEN et al., 198la; UYEDA et al.,
1981la), actuando sinérgicamente con el mismo para liberar
al enzima de 1la inhibicién ejercida por 1las altas
concentraciones de ATP (UYEDA et al.,198la). Se ha descrito
también que la Fru-2,6-P2 protege a la PFK-1 contra la
inactivacién por calor (UYEDA et al.,198la), descenso del
pH (SOLING et al.,1981), vy la fosfofructokinasa fosfatasa
(SOLING et al.,1981).

La Fru-2,6-P2 parece afectar a PFK-1 del misculo de
conejo (UYEDA et al.,1981a), de los islotes del pancreas de
rata (MALAISSE et al.,1981), de eritrocitos humanos (HEYLEN
et al.,1982) vy de rifnén de cerdo (MUNIYAPPA et al.,1983)
con las mismas caracteristicas observadas en los estudios
de PFK-1 hepdtica. Este metabolito también activa la PFK-
1 de tumor ascitico y de plagquetas mientras gque ningan

efecto fue obsevado por la adicidén de fructosa-1,6-P2 a
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estos enzimas (BOSCA et al.,1982). Se ha observado que la
PFK-1 de levaduras también es activada por la Fru-2,6-P2
(BARTRONS et al.,1982; NISSLER et al.,1983). Este enzima,
al igual que ocurre con el enzima hepatico, es activado por
el AMP e inhibido por altas concentraciones de ATP. Se ha
descrito que la Fru-2,6-P2 aumenta la afinidad de unidén del
AMP al enzima (KESSLER et al.,1982). En algunas células un
grupo fosfato es transferido a la Fru-6-P en una reaccién
similar a la de 1la PFK-1, pero catalizada por 1la
pirofosfato fructosa-6-fosfato l1-fosfotransferasa
(SABULARSE y ANDERSON, 1981). Este enzima, que fue
primariamente estudiado en "mung beans", es muy dependiente
en su actividad de la Fru-2,6-P2. VAN SCHAFTINGEN et al.
en 1982b aislaron un enzima similar en las patatas gque
parece ser 10 veces mds sensible que el anterior.

Como se ha descrito anteriormente, la fosforilacidén de 1la
PFK-1 hepética y muscular puede ser catalizada in vitro por
la adicidén de una proteina kinasa dependiente de AMP
ciclico (PILKIS et al.,1982c). El glucagdén estimula 1la
incorporacién de fosforo radiactivo en el enzima hepdtico
in vivo (KAGIMOTO et al.,1979), asi como en hepatocitos
aislados (CLAUS et al.,1980) y en higado perfundido
(KAGIMOTO et al.,1980). El papel de la fosforilacidén se
desconoce ya gue no se han observado cambios cinéticos tras
la misma, sin embargo, algunos autores como FURUYA y UYEDA

en 1980a postularon que dicha fosforilacidén podia
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alterar la afinidad del enzima por la Fru-2,6-P2. Estos
autores aislaron las formas del enzima de alto contenido
en fosfato de las de bajo contenido y encontraron gque las
formas de bajo contenido presentaban una mayor afinidad
por este metabolito. Es dificil realizar wuna clara
apreciacién de estos resultados si tenemos en cuenta los
experimentos realizados por otros grupos de investigacidn;
asi, PILKIS et al. en 1982c¢c mostrarcn gue una digestidn
parcial con tripsina del enzima nativo provocaba una
separacién del punto de fosforilacidén, aumentando 1la
afinidad del enzima por el sustrato y por la Fru-2,6-P2.
Sin embargo, FOE y KEMP en 1982 mostraron como 1la
fosforilacién de la PFK-1 muscular hacia que el enzima
fuera mds sensible a la inhibicidén alostérica por el ATP y
el citrato, y menos sensible a la activacién por AMP,
glucosa-1,6-fosfato, fosfato inorganico y Fru-2,6-P2. KEMP
y colaboradores en 1981 demostraron que la fosforilacién
del enzima procedente del misculo esquelético se producia
en el residuo serina situado a 7 residuos del extremo
carboxiterminal de las subunidades, que, al igual que
ocurria con el enzima hepdtico (PILKIS et al., 1982¢c), era
muy sensible al ataque por tripsina. Parece probable que la
fosforilacién juegue algin papel en la regulacién de 1la
actividad enzim tica, pero dicho papel no estd claro en el
momento actual. Si como se ha postulado las fosforilacién

del enzima inducida por el glucagén realmente disminuye la
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actividad PFK-1 en el higado, este mecanismo podria
amplificar la inhibicidén provocada por el descenso de los

niveles de Fru-2,6-P2.

2. Fructosa-1,6-difosfatasa

La fructosa-1l,6-difosfatasa es un enzima de 1la
gluconeogénesis que estd regulado por su sustrato, iones
metdlicos y nucledétidos de adenina (TEJWANI,19&3): EI
enzima presenta una cinética hiperbdlica con respecto a su
sustrato, la fructosa-1,6-P2, pero una cinética alostérica
es generalmente caracterizada debido a 1las curvas
sigmoidales obtenidas por la inbicidén por AMP (TEJWANI,
1983). Se sabe que la fructosa-2,6-P2 es un importante
inhibidor de este enzima (PILKIS et al., 1981b). La
inhibicidén ejercida por bajas concentraciones de Fru-2,6-
P2 da lugar a una cinética hiperbdlica con respecto al
sustrato, indicando una inhibicidén competitiva por el
centro activo (PILKIS et al., 1981b). Las concentraciones
altas de Fru-2,6—P2 dan lugar a una respuesta sigmoidal a
las concentraciones crecientes de sustrato (VAN SCHAFTINGEN
y HERS, 198la; PILKIS et al., 1981lc). Estos resultados
sugieren que la Fru-2,6-P2 puede interaccionar con el
enzima en otro lugar diferente del centro catalitico
(PILKIS et al., 1981c). McGrane et al. en 1983 estudiaron
la unidén de 1la Fru-2,6-P2 a la frutosa difosfatasa y

encontraron que dicha unién se realizaba en una proporcidén
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equimolar, y que cuando el centro catalitico del enzima era
acetilado, este metabolito no se ligaba al enzima. Sin
embargo, cuando el centro activo era protegido contra la
acetilacién mediante 1la presencia de fructosa 1,6-
difosfato, la Fru-2,6-P2 era capaz de ligarse al enzima.
Estos autores encontraron que la unidén al enzima de la Fru-
2,6-P2 competia con la adicién de metilfructofurandésido-
1,6-P2, analogo de la Fru-1,6-P2. En conclusién, la Fru-
2,6-P2 se liga sdélo al centro catalitico, lo que ha sido
confirmado por otros autores (GOTTSCHALK et al., 1982;
PONTREMOLI et al., .1982; GANSON et al., 1982).

La Fru-2,6-P2 también potencia 1la inhibicidén dela
fructosa 1,6-difosfatasa por el AMP (PILKIS et al., 1981b
Yy ¢). Diversos estudios han demostrado que este efecto es
debido a la capacidad de la Fru-2,6-P2 de aumentar 1la
afinidad del enzima por el AMP. Los resultados de PILKIS et
al. en 198l1c sugieren que la unién de la Fru-2,6-P2 al
centro activo puede inducir un cambio conformacional en el
enzima similar al inducido por la unién del AMP con el
centro alostérico. Los resultados obtenidos con resonancia
magnética nuclear indican que el centro catalitico y el
centro alostérico para el AMP estan muy proximos (BENKOVIC
y DeMAINE, 1982).

La fructosa-l,6-difosfatasa, como ocurria con la PFK-1,
puede presentarse como enzima fosforilado. La fosforilacidén

del enzima in wvitro puede ser catalizada por una
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proteinkinasa dependiente de cAMP (RIOU et al., 1977; EKMAN
y DAHLQVIST-EDBERG, 1981). La fosforilacidén in viveo (RIOU
et al., 1977) y en hepatocitos aislados es estimulada por
el glucagén (CLAUS et al., 198l1). El1 efecto de 1la
fosforilacién sobre la actividad del enzima no estd bien
definido. RIOU et al. en 1977 encontraron muy pequeiios
cambios en la actividad, mientras que EKMAN y DAHLQVIST-
EDBERG describieron un descenso de la K, para la Fru-1,6-
P2 del 50%. MORIKOFER-ZWEZ et al. en 1981 describieron que
la inyeccidén de glucagdn a ratas provocaba un aumento de
dos veces de la K;. Sin embargo, la actividad difosfatasa
era medida en homogenados, y es posible que esta k;
aparente para la Fru-2,6-P2 estuviera incrementada debido
a un aumento de la actividad fructosa-2,6-difosfatasa por
accidén del glucagdn, con la consiguiente hidrélisis de Fru-
2,6-P2.

En la actualidad, se conoce la secuencia de aminoacidos
del punto de fosforilacidén de la fructosa-1,6-difosfatasa
(PILKIS et al., 1980). Este se encuentra localizado cerca
del extremo carboxiterminal de la subunidad enzim&tica.
HOSEY y MARCUS en 1981 indicaron que de las difosfatasas
hepdticas estudiadas por su grupo, sélo la procedente del
higado de rata presentaba un punto de fosforilacién cerca
del extremo carboxiterminal. Por tanto, la regulacidén por
fosforilacidn de la actividad fructosa-1,6-difosfatasa, al

igual que ocurre con la actividad PFK-1, es objeto de
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debate en la actualidad. Se sabe, sin embargo, que la

fructosa-1l,6-difosfatasa de Saccharomyces cerevisiae

(GANCEDO et al., 1983; POHLIG et al., 1983) y de

Kluyveromyces fragilis (TOYODA y SY, 1984) puede ser

fosforilada por una proteina kinasa y que la Fru-2,6-P2
acelera este proceso. Este hecho podria explicar 1la
obsevacién de que 1la inactivacién de fructosa-1l,6-
difosfatasa sea deficiente en mutantes con déficit de
glucosafosfato isomerasa, pero no en en mnutantes con
déficit de PFK-1 (CIRIACY y BREITENBACH, 1979; GANCEDO Y
GANCEDO, 1979). La inactivacién por fosforilacidén se
acompafia ademds de un descenso de la sensibilidad del
enzima a la Fru-2,6-P2 (GANCEDO et al., 1982). La
fosforilacién no afecta a la cinética del enzima del K.

fragilis mientras que en el S. cerevisiae provoca un

descenso del 50% en la velocidad mdxima cuando esta es
medida en presencia de magnesio. Por otro lado, se sabe
que la fosforilacidn es responsable de la inactivacidén del
enzima cuando se afiade glucosa o dinitrofenol a
suspensiones de levaduras (LENZ y HOLZER, 1980; MULLER y
HOLZER, 1981; MAZON et al., 1982). Estas sustancias
provocan un incremento del AMP ciclico intracelular en el

S. cerevisiae (VAN DEER PLAAT y VAN SOLINGEN, 1974; MAZON

et al., 1982; PURWIN et al., 1982). La inactivacidén causada
por la glucosa se alcanza en una hora y se acompafia de la

desaparicién de enzima inmunoreactivo, lo que se interpreta
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como la ruptura del mismo (FUNAYAMA et al., 1980).

3. Otros enzimas

Ha sido descrito gwue la fructosa-2,6-P2 activa la L-
piruvatokinasa de forma menos efectiva que la fructosa-1,6-
P2 (SOLING et al., 198l1). Sin embargo, otros autores
(PILKIS et al., 1982b; HERS y VAN SCHAFTINGEN, 1982) no han
logrado reproducir estos resultados. HERS y VAN SCHAFTINGEN
describieron ademds que la Fru-2,6-P2 no tiene efecto sobre
la fosforilasa del glucdgeno, la fosforilasa-fosfatasa, la
fosfatasa de la sintasa del glucédgeno, la glucokinasa, la
glucosa-6-fosfatasa, la fosfoenolpiruvato-carboxikinasa o
la acetil-CoA carboxilasa. GIBSON y SHINE en 1983
encontraron que la UDP-glucosa fosforilasa de la patata era
estimulada por concentraciones micromolares de la Fru-2,6-
P2, sugiriendo que otras rutas, ademds de la glucolisis y
la gluconeogénesis, podrian ser reguladas por este

metabolito.

PAPEL DE LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN LA

REGULACION DEL FLUJO GLUCOLITICO HEPATICO

Para estudiar la interrelacidén entre la Fru-2,6-P2 y el

flujo glucolitico hepético, podemos considerar tres estados
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metabdlicos: estado gluconeogénico, estado glucolitico y
estado de maxima glucolisis.

El estado gluconeogénico es el que encontramos en las
situaciones de ayuno, diabetes y tratamiento con glucagén
(HERS y HUE, 1983; HUE, 1981). En esta situacién 1la
concentracién de Fru-2,6-P2 hepdtica es muy baja. Este
hecho puede ser explicado por la inactivacidén de la PFK-2
y la activacién de la FBP-2 como resultado de la fosfo-
rilacidén del enzima por una proteina kinasa dependiente de
AMP ciclico (BARTRONS et al., 1983). Otros agentes gque
actian a través del AMP ciclico pueden tener el mismo
efecto. La caida de la concentracién de Fru-2,6-P2 conduce
a la inhibicidn de la actividad PFK-1, y como el glucagdn
provoca también la inactivacidn de la piruvatokinasa (FELIU
et al., 1976), el flujo glucolitico es blogqueado a ambos
niveles (HERS y HUE, 1983; HUE, 1981). Sin embargo, cuando
el glucagdn es administrado a animales alimentados, 1la
glucolisis es inhibida pero no completamente blogqueada (VAN
SCAFTINGEN et al., 1980a; VAN SCHAFTINGEN et al., 1980b;
HUE, 1981). Esto es explicado por el hecho de que el
glucagdén estimula la ruptura del glucégeno, produciendo un
incremento masivo de la concentracidén de hexosa-6-fosfato,
que antagonizaria el efecto del glucagdn sobre la PFK-
2/FBPasa-2 (HUE y HERS, 1974).

Una disminucién en la concentracién de Fru-2,6-P2 parece

ser requerida para la activacidén de la gluconeogénesis por
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el glucagén a partir de sustratos que entran en la misma a
nivel de 1las triosas fosfato. Por el contrario, con
sustratos que entran a nivel del piruvato, la inactivacidn
de la piruvatokinasa por el glucagdén parece ser el punto
regulador mas importante (HUE y BARTRONS, 1984). Esta
ultima conclusién ha sido posteriormente confirmada por
GROEN et al. en el afio 1984. Una disminucién en 1la
concentracién de FRu-2,6-P2 ha sido también encontrada en
hepatocitos incubados con adenosina (BARTRONS et al.,
1984), etanol (VAN SCHAFTINGEN et al., 1984) y una larga
serie de ©precursores gluconeogénicos como lactato,
piruvato, alanina o fructosa (HUE y BARTRONS, 1984; HUE et
al., 1982). El mecanismo responsable del descenso de este
metabolito en estas condiciones implicaria cambios en la
PFK-2/FBPasa-2 1inducidos por 1las variaciones en 1la
concentracioén de diversos metabolitos. Asi, el
fosfoenolpiruvato, citrato y el glicerol-3-fosfato han sido
estudiados al respecto, ya que se demostrd que provocaban
la inhibicidén de 1la actividad PFK-2 por fosforilacién
dependiente de AMP ciclico (VAN SCHAFTINGEN et al., 1986;
VAN SCHAFTINGEN et al., 1984).

Por el contrario, en el estado anabdlico, es decir,
cuando unas altas cocentraciones de glucosa son alcanzadas
en el medio, el higado toma glucosa gque es en parte
empleada en la sintesis de glucagén, mientras que el resto

es transformada en lactato y acidos grasos. La estimulacién
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de la glucolisis por la glucosa puede ser explicada por el
aumento de 1la Fru-2,6-P2 inducida por 1la misma (VAN
SCHAFTINGEN et al., 1980b; HUE et al., 1981). Parece ser
que la sensibilidad a la glucosa de la glucolisis y 1la
sintesis de glucdgeno hepaticas son diferentes. En animales
ayunados, 1la activacién de 1la sintesis de glucdégeno
requiere una menor concentracién de glucosa gque 1la
activacién de 1la glucolisis. La situacidén opuesta es
observada en animales alimentados. (HUE et al.,1984). la
explicacidén propuesta por estos autores es que en el ayuno
los depdsitos de glucdgeno son previamente restaurados (a
partir de glucosa y de precursores gluconeogénicos), y sélo
cuando esto sucede la gluconeogénesis es inhibida y 1la
glucolisis activada.

Esta claro que cuando se realiza una carga de glucosa
se observa un incremento en la concentracidén hepdtica de
Fru-2,6-P2 en animales normales. Sin embargo, unos niveles
altos de fructosa Hifostato pueden ser incluso encontrados
durante el ayuno en ratas y ratones genéticamente
predispuestos a la obesidad (HUE et al.,1982; CLAUS et al.,
1982; HUE et al.,b1983).

Los estudios realizados con hepatocitos aislados de
ratas control han demostrado que la relacién entre los
niveles de Fru-2,6-P2 y la producién de 1lactato se
mantiene sélo cuando los primeros son altos

(aproximadamente 5 nmol/gr.) (HUE et al., 1984). Esta falta
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de correlacidén no esta totalmente explicada aungue se ha
postulado que pudiera deberse a la activacién del ciclo
PFK-1/FBPasa-1 (VAN SCHAFTINGEN et al.,1980b) o la unién
del metabolito a proteinas (HUE et al., 1984).

Por otro lado, un incremento en los niveles de Fru-2,6-
P2 ha sido también observado en hepatocitos aislados
incubados con bajas concentraciones de . precursores
gluconeogénicos como la fructosa, hidroxiacetona, lactato
o piruvato (HUE et al.,1984). Por otro lado, la incubacién
de hepatocitos de ratas alimentadas con vasopresina y otros
agonistas alfa-adrenérgicos parece ser gque aumentan la
cocentracién de Fru-2,6-P2 (HUE et al.,198la y b). Segin
estos autores dicho incremento estaria producido por una
ruptura del glucdgeno por un mecanismo independiente del
AMPc, que conduce a el aumento de Fru-6-P. Ya gque la
vasopresina tiene un pequefio efecto sobre la piruvatokinasa
(HUE et al.,1978; CHAN et al.,1978; CLAUS et al.,b1979),
mientras gque provoca un estimulo de la piruvato
Dehidrogenasa (HEMS et al.,1978; SIES et al.,1983), el
incremento en la produccién de lactato es menor que el
esperado.

Por Ultimo, en las situaciones de anoxia, en la due
encontramos una maxima glucolisis, la concentracién de Fru-
2,6-P2 permanece descendida, siendo por tanto no
responsable del incremento en el flujo glucolitico

(MINATOGAWA y HUE, 1984; HUE et al ,1982).
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PAPEL DE LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN LA REGULACION DEL

FLUJO GLUCOLITICO EN TEJIDOS EXTRAHEPATICOS

La Fructosa-2,6-P2 ha sido detectada en todos 1los
tejidos de mamiferos, incluidos los eritrocitos (SOBRINO
et al.,1987) gque habian sido descartados en estudios
previos (HEYLEN et al.,1982).

-"8e ha considerado que la Fru-2,6-P2 es un importante
regulador de la glucolisis cuando esta presenta un papel
anabdlico, ya que este metabolito es capaz de liberar a la
PFK-1 de la inhibicidén ejercida por los altos niveles de
ATP presentes en estas circunstancias. Esta hipdétesis se ha
comprobado en la glandula mamaria de rata, en la que 1la
Fru-2,6-P2 aumenta tres veces durante la lactacidén (SOCHOR
et al.,1984). También se ha encontrado que en el tejido
adiposo blanco, la insulina, que se sabe incrementa 1la
glucolisis y la lipogénesis, provoca un aumento de la Fru-
2,6-P2 (SOBRINO y GUALBERTO; 1985), aungue otros autores
han descrito un descenso en similares circunstancias (RIDER
y HUE,1985). Se sabe que hormonas como la insulina y 1la
adrenalina provocan un incremento en la concentracién de
Fru-2,6-P2 y en el flujo glucolitico en el misculo
esquelético y en el corazdn (BOSCA et al.,1985; HUE et
al.,1982; RIDER y HUE, 1984; RIDER y HUE, 1986a y b).
Existen discrepancias en cuanto a la regulacién de la Fru-

2,6-P2 por agentes adrenérgicos en el tejido adiposo
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blanco; mientras gque SOBRINO y GUALBERTO en 1985 han
descrito que 1la adrenalina provoca un descenso de 1la
concentracién de Fru-2,6-P2 en tejido adiposo epididimario,
otros autores no han encontrado efecto o un pequefio
descenso (RIDER y HUE, 1985) en preparaciones de adipocitos
aislados.

En todos los tejidos estudiados, la concentracidén de
Fru-2,6-P2 depende del control de la PFK+2/FBPasa-2. La
regulacidén de esta enzima por proteina kinasas dependientes
de AMPc parece ser caracteristica del higado ya gque
dificilmente explicaria los resultados obtenidos en misculo
y corazdén por efecto de la adrenalina (HUE et al.,1982;
NARABAYASHI et al.,1985). Estos autores han propuesto que
el incremento en la concentracion de azucar difosfato se
debe a 1la estimulacién de la ruptura del glucdgeno y

aumento secundario de Fru-6-P. En el caso de la insulina se

ha encontrado que provoca un aumento de la velocidad maxima -

de la PFK-2 (RIDER y HUE, 1984). Dicha activacidén persiste
después de la purificacidén parcial del enzima, lo gque hace
pensar en la posibilidad de una modificacién covalente.
En tejidos como el <cerebro, los eritrocitos,
espermatozoides o el misculo en tetania, la glucolisis es
la principal fuente de energia (KREBS, 1972). En los
eritrocitos (SOBRINO et al.,1987), espermatozoides
(PHILIPPE et al.,1986) y misculo en tetania (MINATOGAWA et

al., 1984), la Fru-2,6-P2 no parece estar implicada en el
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control de la glucolisis ya que se concentracién es muy
baja o no esta relacionada con los cambios en el flujo
glucolitico. En el <cerebro se ha descrito gque en
condiciones de ayuno la concentracidén de la misma permanece

constante (VAN SCHAFTINGEN, 1987).

LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN CELULAS PROLIFERANTES

A diferencia de otras células, las células con capacidad
de proliferacidn se caracterizan por presentar una alta
glucolisis en condiciones de aerobiosis (WEINHOUSE, 1976).
El mecanismo biquimico de este fendmeno no ha sido aun
completamente explicado. En parte se ha atribuido a cambios
en la actividades enzimdticas y en el transporte de hexosas
(WEBER, 1976; EIGENBRODT, 1985). Estudios realizados en
lineas celulares parecen implicar a la Fru-2,6-P2 en el
mantenimiento de altas tasas de flujo glucolitico en
células proliferantes. Asi, su concentracidén esta aumentada
en células del adenocarcinoma hepdtico (DENIS et al.,1986)
en relacidn con célulés hepdticas controles. Por el
contrario, en células de carcinoma hepatocelular su
concentracién es similar a la de células control (LOISEAU
et al., 1985), sin embargo se ha descrito que PFK-2 en
estas células tiene caracteristicas especiales (HUE Y
RIDER, 1987).

Cuando cultivos de fibroblastos son estimulados. con
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altas concentraciones de insulina, factores de crecimiento
o ésteres de phorbol se encuentra una activacién de la PFK-
2, aumento de la concentracién de Fru-2,6-P2, incremento
del transporte de glucosa y del flujo glucolitico (DIAMOND
et al., 1978; SCHNEIDER et al., 1978; BRUNI et al., 1983;
FARNARARO et al., 1984). Cambios similares se producen
cuando los fibrobastos son transformados por retrovirus que
poseen 1los oncogenes v-src o v-fps pero no con 1los
oncogenes v-mil o v-myc (BOSCA et al., 1986). Los cambios
inducidos en la concentracién de Fru-2,6-P2 por el virus
del Sarcoma de Rous gque porta el oncogen v-Src parece ser
que dependen de una actividad tirosina Kinasa producto del

oncogen.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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En este trabajo experimental se proyectd investigar el
papel regulador de la fructosa-2,6-difosfato sobre el
metabolismo de 1los hidratos de carbono en diferentes
tejidos extrahepdticos. Han sido estudiados los tejidos
adiposos blanco y marrdn, el corazdn, los eritrocitos y las
células tumorales suprarrenales Y-1. Estos tejidos han sido
tomados en condiciones control y/o sometidos a diferentes
estados metabdlicos.

En el tejido adiposo blanco se proyectd comprobar el

efecto del estado alimentario y diversas hormonas Yy
metabolitos. Las hormonas estudiadas fueron la insulina y
la adrenalina.

En el tejido adiposo marrdén se verificd la regulacidn de

la Fru-2,6-P2 por la aclimatacién al frio.

En el corazdén se estudid el efecto del hipotiroidismo
experimental sobre 1la actividades PFK-1 ,~2 v la
concentracién de Fru-2,6-P2.

En eritrocitos se proyectd verificar la presencia de Fru-

2,6-P2 y su regulacién por el pH extracelular.
Por Gltimo, se describe el efecto de la ACTH sobre la

produccidén de Fru-2,6-P2 en células Y-1.

‘‘‘‘‘‘‘
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a) Tejido adiposo blanco

Esta bien establecido que la adrenalina y la insulina
incrementan el flujo glucolitico y la captacién de glucosa
en el tejido adiposo blanco (FLATT y BALL, 1964; HALPERIN
y DENTON, 1969). Existen, sin embargo, algunas diferencias
en las concentraciones de varios metabolitos intermediarios
tras el tratamiento con estas hormonas. Asi, en presencia
de insulina, la concentracién de hexosas fosfato vy
fructosa-1,6-P2 aumenta, mientras gue la concentracidén de
ATP y AMP no es alterada. Por el contrario, la adrenalina
no modifica 1la concentracién de 1los ésteres citados
mientras que la concentracién de ATP esld disminuida
(HALPERIN y DENTON, 1969; SAGGERSON y GREENBAUN, 1970). De
acuerdo con esto se ha sugerido que el papel activador de
la glucolisis ejercido por la adrenalina se realizaria a
través de la estimulacidén de la PFK-1l. De hecho, un aumento
de la actividad PFK-1 ha sido observado por HALPERIN vy
DENTON, 1969. Por otro lado, la Fru-2,6-P2, el mas potente
activador de la PFK-1 (VAN SCHAFTINGEN et al., 1980b), ha
sido descrita en el tejido adiposo blanco (HUE et al.,
1982), aungque también se ha descrito que la actividad PFK-
1 en el tejido adiposo blanco es activada por el AMPc
(DENTON y RANDLE, 1966).

Entre los metabolitos que podrian modificar la regulacidn
de la fructosa-2,6-difosfato en el tejido adiposo blanco,

e A
PR st

se estudid el efecto del dicloroacetato y la fenazina
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metosulfato. Ambos compuestos estimulan la oxidacidén de
glucosa en tejidos periféricos a través de mecanismos
diferentes. Asi, se ha descrito que el dicloroacetato
activa la piruvato dehidrogenasa kinasa, incrementando la
proporcién de piruvato kinasa en su forma activa
(WHITEHOUSE y RANDLE, 1973). Este efecto ha sido verificado

en el tejido adiposo epididimario (WHITEHOUSE et al.,

“+-1874). El1 tratamiento de ratas con DCA provoca también un

aumento en la actividad de la glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa hepdtica (ANDERSON et al., 1975). La fenazina
metosulfato promueve la liberacidén de piruvato en trozos de
tejido adiposo blanco in vitro (SAGGERSON y GREENBAUM,
1970), y estimula la oxidacidén de las pentosas fosfato en
el tejido adiposo, incrementando la actividad de algunas
enzimas de este ciclo (McLEAN, 1960; GREENBAUM et al.,

1971).

b) Tejido adiposo marrdn

La aclimatacidén al frio esta claramente relacionada con un
incremento en la cantidad de tejido adiposo marrén y de su
contenido en mitocondrias (NICHOLS y LOCKE, 1984; THOMSON
et al., 1969; CANNOM y NEDERGAAR, 1985). Por otro lado, se
ha descrito que el tejido adiposo marrén juega un
importante papel en control de la concentracién de glucosa
después de una sobrecarga de carbohidratos, especialmente

en ratas aclimatadas al frio (COONEY y NEWSHOLME, 1982;
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McCORMACK y DENTON, 1977). Este hecho esta relacionado con
el descrubrimiento de que las actividades hexokinasa y PFK-
1 estdn incrementadas en el tejido adiposo marrén durante
la aclimatacién al frio (COONEY y NEWSHOLME, 1982). Ya que
las hormonas tiroideas han sido relacionadas con 1la
termogénesis (MULLER y SEITZ, 1984), se pensdé que seria
interesante comprobar si existe relacidén entre el estado
tiroideo y la regulacidén del metabolismoc de la glucosa

durante la adaptacién al frio.

c) Tejido muscular cardiaco

La mayoria de los estudios sobre el efecto de las hormonas
tiroideas en el metabolismo de los carbohidratos han sido
realizados en el higado. Se ha descrito gque el
hipotiroidismo da lugar a una disminucién en la glucolisis
(BARGONI et al., 1966); asi como que 1las actividades
hepdticas piruvato kinasa (BOTTGER et al., 1970) y glucosa-
6-fosfato dehidrogenasa (NOVELLO et al., 1969) estan
disminuidas tras la tiroidectomia. En el estudio realizado
se plantedé investigar si el hipotiroidismo provocaba

cambios en las actividades PFK-1 y PFK-2.

d) Hematies
La Fru-2,6-P2 no habia sido descrita con anterioridad en
los eritrocitos. En el estudio realizado se planted

investigar si ello es debido a un déficit de actividad PFK-
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2 o a defectos de la técnica de medicidn.

e) Células Y-1

Se sabe que la glucolisis esta aumentada en las celulas
tumorales (WARBUR, 1956) y que se ha descrito que la Fru-
2,6-P2 esta incrementada en dichas células en comparacién
con las normales (HUE y RIDER, 1987; DENIS et al., 1986).
Las celulas Y-i, son una linea celular de tumor adrenal que
han sido empledas frecuentemente en estudios sobre el
control de 1la sintesis de hormonas corticosteroides
(SCHIMMER, 1980) por accién de la ACTH. Estas células
poseen una adenil ciclasa sensible a la ACTH (SCHIMER,
1972). En este sentido, es poco lo que se ha investigado en
relacién con 1la regulacidén de glucolisis durante este
proceso. Al plantear este trabajo experimental se proyectd
estudiar si la ACTH, 1inductor de la secrecidén de
esteroides, provocaba cambios en 1la Fru-2,6-P2 y 1la

glucolisis en estas células.
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MATERIAL Y METODOS
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ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar macho en todos 1los

experimentos.

En los experimentos de avuno-realimentacidn, las ratas

eran sometidas a un periodo de ayuno de 4 dias vy
posteriomente alimentadas durante 2 a 5 dias. Durante 1la
realimentacién el agua de beber contenia un 10% de glucosa.

En los experimentos con animales hipotiroideos, se

indujo un hipotiroidismo experimental mediante la adiciédn
de Perclorato sédico al 1% en el agua de beber durante
diferentes periodos hasta un maximo de 45 dias.

En los experimentos con animales hipertiroideos se

afladié 1 mgr./ml de tiroxina en el agua de beber durante

7 o 13 dias.

En los experimentos de adaptacién al frio, las ratas se

mantuvieron en una camara a 4 oC durante 13 dias.

En el resto de 1los experimentos 1los animales se
mantuvieron a temperatura ambiente y con agua y dieta
estandard ad libitum.

los animales fueron sacrificados mediante dislocacién

cervical, excepto en los experimentos en los dque se
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obtuvieron eritrocitos mediante succidn de 1la sangre
adrtica o ventricular de animales anestesiados con Nembutal

intraperitoneal (60 mgr/kgr).

CELULAS: INCUBACIONES Y METODOLOGIA

Tejido adiposo blanco: El tejido adiposo epididimario

(100-150 mg) fue extraido rédpidamente, cortado en peguefios
trozos de 20-40 mg, y distribuido en viales de incubaciédn.
El tejido fue preincubado durante 15 minutos a 37 oC en una
solucidén Krebs-Ringer bicarbonato a pH 7.4 con un 2% (p/v)
de albuimina sérica bovina; posteriomente fue incubado en 3
ml de sol. fresca con las adiciones indicadas para cada
exXperimento durante 20 minutos. Después de las
incubaciones, cuando se realizaban mediciones de Fru-2,6-
P2, las células fueron inmediatamnete homogenizadas en un
Potter-Elvehjem con un ml de NaOH 100 mM calentado
previamente y el homogenado fue mantenido 5 minutos a 80
oC. fraccidén grasa fue separada mediante centrifugacidén a
10.000 x g durante 5 min. y la fraccidén acuosa fue
neutralizada con acido acético a pH 8-8.5 para la posterior
medida de Fru-2,6-P2. Para la medida de otros metabolitos
el tejido epididimario fue homogenizado en 1.5 ml de &cido
perclérico 0.6 N. La solucidén era neutralizada con
Bicarbonato potasico/ KOH/ Hepes (3 M/ 3 M/ 50 mM) y

posteriomente se centrifugaba, descartdndose el
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precipitado.

Células musculares cardiacas: Para la medicidén de las

actividades enzimdticas y metabolitos, los corazones eran
rdpidamente extraidos y congelados en nitrdgeno liquido
mediante pinzas de Wollenberger (Wollenberger et al.,
1960). Para el estudio del efecto de la triyodotironina,
los corazones de ratas hipotiroideas (Tiroxina en sangre
menor de 0.2 microgr./ml.), eran cortados en trozos de
aprox. 50 mg., repartidos en viales de incubacidn e
incubados en 5 ml. de solucidén Krebs-Ringer tamponada con
trietanolamina 50 mM pH 7.8 durante 5 horas a 37 oC mas
las adiciones correspondientes. Tras 1la incubacién el
tejido fue rapidamente congelado por el procedimiento ya

citado.

Eritrocitos: Las células fueron centrifugadas durante

5 minutos en una centrifuga de mesa. El plasma y la capa
superior de leucocitos fue eliminado. Los eritrocitos eran
lavados tres veces en una solucidén que contenia 50 mM
glicilclicina/ 30 mM Cloruro sédico/ 5 mM de cloruro
potasico/ 10 mM fosfato sédico/ 1 mM cloruro calcico/ 1
mM cloruro magnésico, a pH 6.9, 7.4 o 8.2 segiun el
experimento realizado. Posteriormente las células eran
resuspendidas en 4 voluimenes de mismo medio e incubadas a
37 oC v con las adiciones indicadas en cada caso. Al final

de 1la incubacién 1las células eran obtenidas - por

e
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centrifugacién y lisadas mediante la adicién de igual
volumen de 15 mM TrisHCl pH 9.1/ 10 mM hidréxido sdédico/
20 mM'fluoruro potasico/ 0.3 % (p/v) deoxicolato sédico a
0 oC. El lisado fue congelado a -20 2oC, descongelado y
centrifugado a 10.000 X g durante 15 minutos.
posteriormente se tomaba 1 ml del sobrenadante y se
filtraba a través de una columna (1.5 x 17 cm) de Sephadex
G-25 fine equililrada con 20mM trisHCl pH 9.1. Fracciones
de 1 ml eran recogidas después del pico de la hemoglobina
para la medicidén de Fru-2,6-P2 y 2,3-Difosfoglicerato. Para
la medicién de otros metabolitos 1las células eran
deproteinizadas con acido perclérico 1 M y tratadas como se

indica en la seccidn tejido adiposo blanco.

Tejido adiposo marrdn: Para la medicidén de actividades

enzimaticas y metabolitos el tejido era aislado de la zona
interescapular y congelado en nitrdégeno 1liquido por 1la

técnica ya citada.

Células Y¥-1: Las células Y-1 eran cultivadas en Minimun

Essencial Medium suplementado con 2 mM de glutamina y 5% de
suero fetal bovino. Las células crecieron en una atmésfera
de 95 % de aire y 5 % de CO, formando una monocapa en los
botes de cultivo. El medio era renovado cada 3 dias. Cuando
las incubaciones iban a ser realizadas, el medio de cultivo

era eliminado y las células lavadas tres veces con la
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siguiente solucién tampdén: 126 mM cloruro sddico/ 3.8 mM
cloruro potdsico/ 14 mM bicarbonato sédico/ 0.9 mM fosfato
disdédico/ 0.6 mM fosfato potdsico/ 0.6 mM sulfato
magnésico/ 2.5 mM cloruro cdlcico/ 20 mM Hepes pH 7.2. Las
células eran preincubadas durante una hora en esta solucidn
que posteriormente se sustituia por sol. fresca con las
correspondientes adiciones. Al final de la incubacién el
medic era recogido y deproteinizado con 0.6 N de acido
percldérico. La capa celular era separada de la superficie
pldstica mediante lavado con una solucién tripsina-EDTA.
La suspensidn de células era centrifugada en una microfuga
durante 30 segundos y el precipitado era resuspendido en el

medio apropiado en cada caso o congelado.

METABOLITOS

La medida de la Fru-2,6-P2 se realizd mediante el método

de VAN SCHAFTINGEN (VAN SCHAFTINGEN et al., 1982b) por
activacién de 1la fructosa-6-P l-fosfotransferasa (Ver
introduccién). Basicamente este método consitié en 1la
cuantificacién de la produccidédn de fructosa-1l,6-fosfato
por la PPi-PFK mediante 1las siguientes reacciones
acopladas:

1. Fru-6-P + ATP ---%» Fru-1,6-P2

2. Fru-1,6-P2 ---%» Gli-3-P + DHAP

3. DHAP ---» Gli-3-P
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4. Gli-3-P + NADH+H ---- Glicerol-3-P + NAD

siendo la reaccién 1. catalizada por 1la PPi-PFK, 1la
reaccion 2. por la triosa isomerasa y las reacciones 3. y
4. por la aldolasa y la glicerol-3-fosfato dehidrogenasa
respectivamente. La mexcla de reaccidén contenia 50 mM de
Tris/HCl, pH 8, 5 mM de cloruro magnésico, 0.15 mM de
NADH, 1 mM de Fru-6-P, 0.5 mM de pirofosfato, 0.5 mgr./ml.
de aldolasa, 0.1 mgr./ml. de triosa isomerasa, 0.1 mgr./ml.
de glicerol-3-fosfato dehidrogenasa y 5-30 pnl. de PPi-PFK
preparada segin el método descrito en la seccidn Enzimas.
En las mediciones de Fru-2,3-P2 se introdujeron estandard
internos para detectar la posible presencia de inhibidores
de la PPi-PFK.

El 2,3-difosfoglicerato fue medido como en VERDIER ¥y

ERICSON, 1984. El1 método consiste en el acoplamiento de
las siguientes reacciones:

1. 2,3 DPG + H,0 ---P glicerato-3-P + fosfato

2. Glicerato-3-P + ATP ---» 1,3 DPG + ADP

3. 1,3 DPG + NADH+H ---% Gli-3-P + NAD + fosfato

4. Gli-3-P ---b DHAP

5. DHAP + NADH+H ---P Glicerol-3-P + NAD

Estas reacciones son catalizadas respectivamente por la

fosfoglucomutasa, la fosfoglicerato Kinasa, la
gliceraldehido-3-P Dhasa, la triosafosfato isomerasa y la
glicerol-3-P Dhasa. La mexcla de reaccidén empleada fue:

trietanoclamina 50 mM pH 7.6, EDTA 5 mM, NADH+H 0.25 mM,
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ATP 1 mNi, 7Mercaptoetanol 0.25 mM, 2-P-Glicolato 1 mM,
fosfoglucomutasa 20 mgr./ml., fosfoglicerato Kinasa 20
mgr./ml., gliceraldehido-3-P Dhasa 20 mgr./ml.,
triosafosfato isomerasa 20 mgr./ml. y glicerol-3-P Dhasa.
Los cambios de extincién fueron medidos en un
espectrofotémetro U.V. a 340 nm.

Las hexosas fosfato y el ATP eran medidos en los

extractos percldéricos neutralizados segin 1la . Tacnica
empleada en LOWRY Y ©PASSONNEAU, 1972. Los extractos
percldéricos neutralizados se afladieron a un medio que
contenia Tris ClH 12 mM pH 8.1, NADP 0.1 mM pH 6.5 en
tampdn fosfato 5 mM, Acetato de magnesio 5 mM, KC1l 100 mM
Y Glucosa 10 mM. En pasos sucesivos se afiadié 1 mg/ml de
glucosa-6-P Dhasa, 1 mgr./ml de fosfoglucoisomerasa y la
misma cantidad de hexokinasa. La medida se basa en las
siguientes reacciones:

1. Glu-6-P + NADP ---p 6-P-Gluconolactona + NADPH

2. Fru-6-P ---p Glu-6-P

3. Glucosa + ATP ---p Glu-6-P

Los cambios en la concentracidén de NADP fueron medidos
por fluorimetria con unas longuitudes de onda de excitacidn
y de emisidén de 365 y 460 nm respectivamente. El
glicerol fue medido como en (GARLAND y RANDLE, 1962). El
método se basa en el acoplémiento de 1las siguientes
reacciones:

1. Glicerol + ATP ---) Glicerol-1-P + ADP



55-

2. PEP + ADP ---# Piruvato + ATP

3. Piruvato + NADH+H ---p lactato + NAD
El medio de reaccidén empleado fue: Trietanolamina HC1l 100
mM pH 7.6, sulfato magnésico 6 mM, cloruro potdsico 2 mM,
fosfoenolpiruvato (PEP) 1 mM, ATP 2 mM, NADH+H 0.5 mM,
piruvato Kinasa 10 mgr./ml., lactato deshidrogenasa 5
mgr./ml. y glicero Kinasa 1 mgr./ml. La concentracidn de
glicerol en el medio fue proporcional a los cambiocs de
extincién del NADH medidos a 366 nm.

Los acidos grasos libres fueron medidos como en (Dumcombe,

1964). El1 método consiste en separar los dcidos grasos
libres de las proteinas a las cuales pueden estar unidos
mediante una mexcla heptano-cloroformo. En una segunda fase
los dcidos grasos liberados reaccionan con cobre divalente,
formandose un complejo que es quelado por la bathocuproina
dando un color amarillo. La medida de la extincidn de esta
solucién coloreada es cuantificada a 460 nm.

El DNA fue medido mediante el método de KINASE Y
ROBINS, 1958. La extraccion de las muestras de DNA se
realiz6 mediante tratamiento sucesivo del tejido cardiaco
con HC1l 10 N, acido tricloroacético 5 %, eter etilico 90
%, etanol 98 % y liofilizacidén. Los aldehidos del tipo R-
CH,~CHO (desoxiribosa) dan lugar a compuestos fluorescentes
cuando reaccionan con el acido D-aminobutirico en un medio
HCl 4 N. La medida de la fluorescencia se realizd a unas

longuitudes de onda de excitacidén y de emisidn de 410 y 520
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nm respectivamente. Los valores encontrados en el masculo
cardiaco fueron 1.82 * 0.18 y 1.91 *-0.11 mg/gr tejido en
ratas control e hipotiroideas respectivamente.

Las proteinas fueron medidas por el método de LOWRY et
al., 1951, usando albumina bovina sérica como estandard.
El método se basa en la reaccién de las proteinas con el
medio Folin-Ciocalteau para dar un complejo coloreado. Este
color se forma por la formacidén de complejos entre el cobre
alcalino y las poteinas y la reduccidén del fosfomolibdato
por tirisina y triptéfano. La formaciédn de estos complejos
se determiné por espectometria a 750 nm.

Las medidas de la concentracidén de tiroxina en sangre
fueron realizadas por la profesora P. Molinero, Dpto.
Bioguimica Médica, Universidad de Sevilla. Para ello se
empled un kit de Diagnostic Products Co., Los Angeles,

CA, USsA.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La actividad PFK-1 fue medida mediante el método

descrito por RIDER y HUE, 1985, por espectrofotometria a
340 nm y 25 oC, excepto gque 1los tejidos fueron
homogenizados en 50 volimenes/peso del tejido de 50 mM
Hepes/ 100 mM Cloruro pot sico/ 50 mM fluoruro sdédico, pH
7.4 a 0 oC. La mexcla de reaccidén fue: Hepes 50 mM pH 7.0

o 7.8, KC1 100 mM, cloruro magnésico 5 mM, cloruro aménico
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1 mM, NADH+H 0.25 mM, aldolasa 5 mgr./ml., triosa isomerasa
2.5 mgr./ml., glicerol-3-P Dhasa 2.5 mgyWy fructosa-6-P,
AMP, fosfato, ATP y fructosa-2,6-P2 segin se indica en cada
caso. En algunos experimentos la medida de la actividad
PFK~1 fue realizada en condiciones oéptimas, es decir, en
pesencia de 5 mM fosfato potdsico/ 5 mM fructosa-6-P/ 1.5
mM ATP/ 1.25 mM AMP, a pH 7.8. Para los estudios cinéticos,
el ensayo se realizd en condiciones subdptimas, 2.5 mM de
ATP a pH 7.0, mds los sustratos indicados en cada apartado.
La actividad PFK-1 fue expresada en micromol de Fru-1l,6-P2
formados por min y por mgr de proteinas o DNA.

Para estudiar el efecto de la Fru-2,6-P2 sobre cinética
de la PFK-1, se purificd parcialmente dicho enzima a partir
de extractos cardiacos. Dicha purificacién se realizd
mediante precipitacién y tratamiento con calor por el
método descrito previamente por MANSOUR et al., 1966 y
TAURI et al., 1972. Brevemente, corazones de cinco ratas
eran cortados en pequeflios trozos y homogenizados en 4
volimenes (v/p) de 50 mM Hepes/ 100 mM fluoruro sédico/ 15
mM EGTA, a pH 7.4 a 0 eC. El homogenado era centrifugado a
24 000 x g durante 15 minutos. Se afiadié una solucidn de
sulfato aménico saturado al sobrenadante, bajo agitacidn
continua, hasta alcanzar una concentracién del 42 %. Se
centrifugd nuevamente a 24 000 x g durante 15 minutos. El
precipitado fue descartado. Al nuevo sobrenadante se le

afiladié una solucidén de sulfato amdbnico saturado hasta
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alcanzar una concentracién del 60 %. Después de otra
centrifugacién a la misma velocidad, el sobrenadante era
eliminado y el precipitado era disuelto en un volumen
minimo de mexcla de homogenizacidén suplementada con 5 mM
Mercaptoetanol y ajustado a pH 8 a 0 oC. El extracto era
calentado a 48 oC bajo agitacidén continua durante 15
minutos y posteriormente centrifugado a 24 000 x g i5
minutos. El sobrenadante era empleado para los ensayos de:=
actividad PFK-1.

La actividad PFK-2 fue medida segin el método descrito

por RIDER y HUE, 1984. El tejido era homogenizado a 4 oC en
5 volumenes de 20 mM Hepes, 30 mM de KC1l, 20 mM de NaF, 5
mM de EDTA y 1 mM de ditoeritritol, pH 7.5. Después de
centrifugar a 40.000 x g durante 20 minutos se descartaba
el precipitado y el sobrenadante se empleaba para medir la
actividad PFK-2 (estabilizada con un 20% de glicerol) o
para realizar una purificacién parcial de la actividad PFK-
2 mediante precipitacién con polietilenglicol. Esta se
realizaba mexclando el 1 vol. del sobrenadante anterior con
1 vol. de solucidn al 40% de polietilenglicol (6000) en el
medio de homogenizacidén. La mexcla era agitada durante 1-
4 horas y posteriomente se obtenia un precipitado mediante
una centrifugacién de 2 minutos en una microfuga Eppendorf.
La purificacidén de PFK-2 de eritrocitos se realizdé como
sigue: 30 ml de eritrocitos eran lavados en 150 mM de

cloruro sédico y lisados mediante la adicién de igual
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volumen de agua, seguida de la adicidén de 4 volumenes de
solucién 20 mM Hepes/ 50 mM cloruro potasico/ 2 mM EDTA/ 5
mM cloruro magnésico/ 5 mM fosfato potasico/ 15 mM 2-
mercaptoetanol/ 0.1 mM phenylmethanesulphonyl fluoride, pH
7.5. Después de centrifugar 15 min. a 10 000 x g, se tomd
el sobrenadante y se agitd durante 2 horas a 4 eoC con 30
ml. de Affi-Gel Blue equilibrado con el Dbuffer
anteriormente citado. El- gel fue lavado en un filtro
Blichner hasta que la densidad éptica a 280 nm del filtrado
descendidé a cero y colocado en una columna de 2.5 cm X 6
cm. La actividad PFK-2 fue eluida a 0.25 M mediante un
gradiente de 0.05-0.5 de KC1l.

La actividad PFK-2 fue analizada a 30 oC en un vol. final
de 0.2 ml gque contenia 50 mM Hepes, 100 mM de KC1l, 20 mM de
NaF, 5 mM de fosfato potdsico, 1 mM de ditioeritritol, pH
7.1 y las concentraciones de Fru-6-P y MgATP indicadas en
cada caso. A los 10-20 min. la reaccidén era detenida por la
adicién de 0.2 ml. de 50 mM de NaOH. La mexcla de reaccidn
era calentada a 80 oC durante 10 min. y la Fru-2,6-P2
producida era medida por el método ya indicado. La
actividad se expresé como pmoles de Fru-2,6-P2 formados por
minuto y por mgr. de proteina o de ADN.

Para 1la purificacién de 1l1la fructosa-6-fosfato 1-

fosfotransferasa se empleaba el método descrito por VAN

SCHAFTINGEN et al., 1982b. Se tomaban unos 250-500 grs. de

patatas peladas y se homogenizaban en 2 vol. de 20 mM de
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Hepes, 20 mM de acetato potésico, 2 mM de ditiotritol, pH
8.2 a 4 oC. El homogenado era filtrado mediante una gasa
Y se 1llevaba a pH 8.2. Se afiadia pirofosfato sédico y
cloruro de magnesioc hasta alcanzar una concentracién de 2
mM en cada caso. Se elevaba la temperatura de la mexcla a
59 oC, manteniendose 1la misma durante 5-10 min.
posteriomente se enfriaba y se ajustaba el pH a 7.1. los
siguentes pasos se realizaban a 4 oC. Se ahadia 6 gr/100ml
de polietilenglicol (6000) ; Se agitaba durante 15-30 min
y se centrifugaba a 400 x g durante 10 min. Al sobrenadante
se afladian 8 gr/100 ml de polietilenglicol (6000) y se
repetia el procedimiento anterior, centrifugando en este
caso a 4000 x g. El precipitado obtenido era resuspendido
en un vol. minimo de 20 mM Tris HCL, 20 mM KC1l , 2 mM de
ditiotritol, pH 8.2. La actividad PPi-PFK de la mexcla era
empleada para la cuantificacidén de la Fru-2,6-P2. Antes de
ser empleada la mexcla era centrifugada en una microfuga
Eppendorf, descartdndose el precipitado.

Para las mediciones de piruvato-kinasa, el tejido

adiposo marrén o el misculo cardiaco fueron homogenizados
en 5 ml de una solucidén que contenia 100 mM de cloruro
potasico y 50 mM de buffer Gly-Gly, pH 7.4. Los homogenados
fueron centrifugados a 15.000 X g durante 30 minutos. Se
eliminé la presencia de pequefias moléculas pasando el
sobrenadante a través de una columna de Sephadex G-25

(fine). Las alicuotas fueron ensayadas para averiguar la
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actividad piruvato-kinasa segin el método empleado en FELIU
et al., 1976. Bdsicamente el método consiste en acoplar las
reacciones catalizadas por la piruvato kinasa y la lactato
dehidrogenasa gracias al piruvato producido por la primera
gue actla con el NADH+H como sustrato de la segunda. Se
midié el cambio de extincién a 340 nm de una mexcla de
reaccidén que contenia: Gly-Gly 50 mM pH 7.4, KC1l 150 mM,
cloruro magnésico 50 mM, NADH+H 0.2 mM, ADP 0.13 mM, PEP
0.1-5 mM y lactato dehidrogenasa 10 mgr./ml.

La actividad lactico-deshidrogenasa fue analizada como

en SAGGERSON, 1974. Se mididé el cambio de absorbancia a
340 nm de una solucidén que contenia piruvato 5 mM y 0.2 mM

de NADH+H.

MATERIALES

Todos los reactivos y enzimas purificados, a excepcidn
de los citados a continuacién, fueron de grado analitico
y obtenidos de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.
y Boehringer G.m.b.H., Mannheim, Germany.

El dicloroacetato fue obtenido de Ega-Chemie (West
Germany) .

La insulina (Actrapid) fue obtenida de Novo
Laboratories. La tiroxina fue donada por los laboratorios
Leo (Espafia). La triyodotironina procedié de un kit de

Diagnostic Products Co. (Los Angeles, CA, U.S.A.)
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Minimun Esential Medium y la solucién tripsina-EDTA
fueron obtenidos de Microbiological Associated.
La Fru-2,6-P2 fue donada por Los doctores E. V.
Schaftingen y H.G. Hers (Université Catholique de Lovain,

Brussels, Belgium.
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FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO:

1. REGULACION HORMONAL DE LOS NIVELES DE FRUCTOSA-2,6-
DIFOSFATO POR INSULINA Y ADRENALINA. PAPEL DEL

OCTANOICO.

2. REGULACION DE LOS NIVELES DE FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO POR

DICLOROACETATO Y FENACINA MESOSULFATO.
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Nuestros estudios sobre el papel regulador de la Fru-
2,6-P2 en el tejido adiposo blanco se han centrado en la
regulacién hormonal por adrenalina e insulina y en el
efecto sobre los niveles de este metabolite del d&cido

octanoico, dicloroacetato y la fenacina metosulfato.

1. REGULACION HORMONAL DE LOS NIVELES DE FRU-2,6-P2 EN
EL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMARIO DE RATA POR INSULINA

Y ADRENALINA. PAPEL DEL ACIDO OCTANOICO.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra cbmo la Fru-2,6-P2 esta incrementada
en el tejido adiposo blanco epididimario de ratas
alimentadas que han sido sometidas previamente a un periodo
de ayuno. El valor de 0.1 nmol/gr. de tejido encontrado en
ratas alimentadas coincide con datos gque han sido
previamente indicados en la literatura (HUE et al., 1982).
Ya que es bien conocido que el tejido adiposo tiende a
acumular glucdgeno durante la alimentacidén después de un
periodo de ayuno (TUERKISCHER y WERTHEIMER, 1946), es

posible que el incremento encontrado en la Fru-2,6-P2 sea



TABLA 1

Efecto del estado alimentario sobre los niveles de Fru-2,6-

P2 en el tejido adiposo blanco epididimario.

Estado Fru-2,6-p2

Alimentario nmol/gr.tej.

Alimentado (6) 0.140%+0.009

ayuno (4 dias) (1) 0.062

Realimentado (3) 0.820%0.03
(2 dias)

Realimentado (3) 1.120+0.01
(3 dias)

Realimentado (3) 0.620%£0.05
(5 dias)

Entre paréntesis se indica el nimero de observaciones.
Cada observacidén corresponde a un pool de trozos de tejido

adiposo epididimario procedente de 5 ratas .
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debido a su formacidén a apartir de Glu-6-P originada en 1la
degradacidén espontanea del glucdgeno.

La figura 1 muestra como la exposicidén de trozos de
tejido adiposo blanco a adrenalina provoca una clara
disminucidén en la concentracidén de Fru-2,6-P2. Este efecto
ha sido encontrado tanto en animales alimentados como en
los alimentados tras un periodo de ayuno. En la primera
condicidén (con un bajoc contenido de glucdégeno), la mitad de
la maxima inhibicién fue encontrada a una concentracién de
0.5 microM de adrenalina. Esta figura indica también la
relacidén inversa observada entre la disminucién de la Fru-
2,6-P2 y la aparicidn de glicerol y acidos grasos libres en
el medio, lo que sugiere que la misma molécula o moléculas
regulan ambos procesos, es decir, el metabolismo de la Fru-
2,6-P2 v la lipolisis.

Por el contrario, 1la insulina presentdé un efecto
estimulante sobre la sintesis de Fru-2,6-P2 (figura 2).
Los experimentos ilustrados en esta figura, fueron
realizados con trozos de tejido adiposo de ratas
alimentadas y preincubadas con 10 mM de glucosa durante 20
minutos antes de la adicidén de insulina. Estas condiciones
fueron seleccionadas para estudiar el efecto de la insulina
va que cuando los trozos de tejido eran preincubados sin
glucosa © provenian de ratas alimentadas tras ayuno se
obtenian datos irregulares. La concentracidén de glucosa a

la cual se obtuvo una maxima respuesta en la sintesis de
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Figura 1. Efecto de la dosis de adrenalina sobre los
niveles intracelulares de Fru-2,6-P2 (e) v la liberacién al
medio de glicerol (o) (A) o acidos grasos libres (A) (B).
En (A) las ratas fueron alimentadas de forma estandard
mientras que en. (B) se les sometid a un tratamiento de
ayuno-realimentacién. Los trozos de tejido adiposo fueron
preincubados sin adiciones durante 20 minutos ¥y
posteriomente incubados con glucosa 25 mM y adrenalina
durante 20 minutos. Los puntos de la grafica representan el
valor medio * error estandard de tres observaciones por
triplicado.
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Figura 2. Efecto de la glucosa, insulina y acido octanoico
sobre los niveles intracelulares de Fru-2,6-P2. Trozos de
tejido adiposo blanco procedente de ratas normalmente
alimentadas fueron preincubados con glucosa 10 mM durante
20 mM y posteriormente incubados con glucosa 10 mM y 40
mU/ml de insulina o 2 mM de 4cido octanoico durante 20
minutos. El contenido de Fru-2,6-P2 en células
preincubadas sin glucosa es indicado por (O). Los puntos
indican el valor medio * error estandard de un experimento
por triplicado.
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Fru-2,6-P2 fue variable en varios experimentos, pero un
efecto activador era ya obtenido claramente con una
concentracién de 5 mM de glucosa. Tanto la insulina como la
glucosa aumentaban répidamente los niveles de Fru-2,6-P2 en
5-10 minutos tras la administracién, manteniendose
constantes durante 20-30 minutos. Un pegqueiio descenso fue
observado en periodos mids largos.

~Recientemente ha sido publicado que el &acido oleico
estimula la actividad PFK-1 en extractos de adipocitos
(LEDERER y HERS, 1984). La figura 2 muestra el efecto del
dcido octanoico sobre los niveles de Fru-2,6-P2 en trozos
de tejido adiposo blanco epididimario incubados. Claramente
el 4cido octanoico disminuye 1la sintesis de este
metabolito, tanto en presencia de insulina o con glucosa en
el medio de incubacidén. Resultados similares fueron
encontrados con el dcido palmitico.

Para comprender el mecanismo responsable de 1las
variaciones observadas en la concentracién de Fru-2,6-P2,
varios metabolitos de la glucolisis fueron medidos en
trozos de tejido adiposo preincubados con 10 mM de glucosa
y posteriormente incubados con adrenalina, insulina y acido
octanoico. Los resultados obtenidos son presentados en la
tabla 2. Los niveles de ATP eran disminuodos en presencia
de adrenalina, pero no fueron modificados por la adicidn de
insulina. El contenido de hexosas-6-fosfato fue claramente

incrementado por la insulina, mientras que no se
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TABLA 2

Efecto de la adrenalina, insulina y dcido octanoico
sobre la concentraciones de glucosa-6-P, Fru-6-P y ATP en

trozos de tejido adiposo epididimario incubados

Glu-6-P Fru-6-P ATP

nmol/gr.tej.himedo

Control 7.31%0.75 2.52%0.31 165.5%9.1
Adrenalina 5.49+0.49 1.40%0.47 104.0%12.3 *a
Insulina 17.90+2.05 **3 5,97%+0.86 *a 173.0%6.2
Insulina y 16.20£1.03 3.05%0.30 112.0%£7.90 *b

octanoico
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encontraron cambios en las incubaciones realizadas en
presencia de adrenalina. El dcido octanoico disminuyé los
niveles de ATP inducidos por la insulina. Estos resultados
estdn claramente de acuerdo con lo previamente encontrado
por otros autores (HALPERIN y DENTON, 1969; SAGGERSON y
GREENBAUN, 1970).

En experimentos realizados en condiciones similares 1la

liberacidén de lactato al medio de incubacidén fue claramente.:

aumentada al doble por la adicidén de insulina: valores de
1.12 micromol/gr. de tejido en condiciones control y de
2.32 micromol/gr. de tejido en la incubacidén con insulina.
En las incubaciones en presencia de adrenalina, un
incremento de tres veces fue observado en la produccidn de

lactato.

DISCUSION

El incremento de los niveles de Fru-2,6-P2 en los trozos
de tejido adiposo epididimario incubados por la insulina y
el descenso en los mismos por accidén de la adrenalina esta
de acuerdo con la hipétesis sugerida de que diferentes
mecanismos explican la estimulacién de la glucolisis por
ambas hormonas en el tejido adiposo (HALPERIN y DENTON,
1969). Se ha propuesto la hipétesis de que en el higado el

papel regulador de 1la Fru-2,6-P2 estd limitado a
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condiciones pletéricas, es decir, con altos niveles de ATP.
En esta situacidén, la Fru-2,6-P2 liberaria a la PFK-1 de la
inhibicién ejercida por los altos niveles de ATP. Por el
contrario, cuando el contenido en ATP es bajo, el papel
regulador no seria ejercido por este metabolito, sino por
otros como el AMP, el fosfato inorgdnico o el AMP ciclico
(HUE,1982).

Los resultados presentados indican gque este doble
mecanismo de control de la glucolisis es también aplicable
al tejido adiposo. De hecho, en presencia de insulina son
encontrados altos niveles de ATP y Fru-6-P, precursores de
la sintesis de Fru-2,6-P2. Sin embargo, después de 1la
adicién de adrenalina la situacidén opuesta es observada.
Tal disminucién inducida por la adrenalina podria estar
correlacionada con 1los <cambios de los metabolitos
intermediarios indicados en la hipdtesis de HUE antes
citada. Sin embargo, LEDERER y HERS, 1984 no han observado
cambios en los niveles de Fru-2,6-P2 después de la adiciédn
de noradrenalina a incubaciones de adipocitos.

Por otro 1lado, 1los bajos niveles de Fru-2,6-P2
encontrados en presencia de dcido octanoico podrian ser
interpretados por la accién desacoplante de los dcidos
grasos (PRESSMAN y LARDY, 1956) y por la disminucién en la
concetracién de Fru-6-P (SAGGERSON y GREENBAUN, 1970).
Estos datos podrian sugerir que el efecto depresor de la

adrenalina sobre la concentracidén de Fru-2,6-P2 no sélo es
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debido a un aumento del AMP ciclico, gque disminuye 1la
concentracién de Fru-2,6-P2 (VAN SCHAFTINGEN et al.,
1981a), sino también a la probable accién de los 4cidos
grasos liberados por la lipolisis inducida por la misma.

El efecto de la adrenalina sobre los niveles de Fru-2,6-
P2 podria ser mediado también por otros metabolitos. Asi,
el contenido en glicerol-3-P es aumentado tras la adiciédn
de adrenalina (HALPERIN y DENTON, 1969). Se sabe que este
metabolito estimula 1la fructosa-2,6-difosfatasa (VAN
SCHAFTINGEN et al., 1982a); por tanto, bajos niveles de
Fru-2,6-P2 podrian ser predecidos en incubaciones con
adrenalina. Sin embargo, en el caso de la insulina, el
papel del glicerol-3-P no parece ser tan importante, va
que la insulina incrementa tanto los niveles de glicerol-
3-P (HALPERIN y DENTON, 1969) y Fru-2,6-P2.

En resumen, mientras que el papel estimulador de 1la
glucolisis ejercido por la insulina en el tejido adiposo
podria ser explicado por el incremento en la concentracidn
de Fru-2,6-P2, el mecanismo de estimulacidén de 1la
glucolisis por la adrenalina no parece estar relacionado

con este metabolito.
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2. REGULACION DE LA FRU-2,6-P2 POR DICLOROACETATO,
FENACINA METOSULFATO Y OTROS METABOLITOS EN EL TEJIDO

ADIPOSO EPIDIDIMARIO DE RATA.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del dicloroacetato (DCA) y 1la fenacina
metosulfato (PMS) sobre la concentracidén de Fru-2,6-P2 en
trozos de tejido adiposo epididimario de ratas alimentadas
y realimentadas tras una fase de ayuno es indicado en la
tabla 3. En el tejido adiposo de las ratas realimentadas
tanto el DCA como el PMS producian un significativo
incremento en la concentracién de Fru-2,6-P2. El1 incremento
obtenido fue de un 64% para el DCA y de un 80% para el PMS
en relacidén con sus respectivos valores controles. En ratas
alimentadas este efecto era menos aparente. La incubacién
de trozos de tejido adiposo con adenosina provocdéd un
incremento en la concentracién de Fru-2,6-P2, incremento
que fue aumentado por la adicién de PMS. Tal y como se
indicd anteriormente, la insulina incrementa los niveles de
Fru-2,6-P2 en el tejido adiposo; en experimentos realizados
se encontrd que este efecto no era potenciado por el DCA o
el PMS.

Estos datos presentados afiaden nuevas evidencias para
interpretar la estimulacidén por DCA y PMS del metabolismo

de la glucosa en el tejido adiposo previamente encontrada



TABLA 3: Efecto del dicloroacetato y 1la fenacina
metosulfato sobre la concentracidén de Fru-2,6-P2 en tejido
adiposo epididimario de ratas alimentadas y realimentadas

tras un periodo de ayuno.

Estado Adiciones Fru-2,6-P2 Cambio
Nutricional nmol/gr (%)
Alimentadas Controles 0.28 £ 0.02 100

DCA 0.34 £ 0.08 124

PMS 0.33 £ 0.08 120
Ayuno 3 dias y Controles 0.53 = 0.01 100
realimentaciodn PMS 0.96 £ 0.10 * 180
2 dias Adenosina 0.70 £ 0.05 * 100

PMS + Aden. 0.94 # 0.09 134
Ayuno 4 dias y Controles 1.03%£0.05 100
realimentacién DCA 1.69+£0.06 * 164
2 dias

Los trozos de tejido adiposo fueron incubados con 20 mM de
glucosa 20 minutos en todas 1las condiciones. Las
concentaciones de DCA, PMS y adenosina fueron 5 mM, 50 uM
y 100 uM respectivamente. Los resultados estan expresados
en valor medio #* desviacidén tipica estandard de tres
observaciones diferentes realizadas por duplicado. * indica

P< 0.01 en diferencias pareadas respecto control.
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por SAGGERSON y GREENBAUN, 1970 y STACPOOLE y FELTS, 1970.
En el caso del DCA podria también sugerirse una explicacién
parcial para la disminucidén de la gluconeogénesis observada
en el higado (STACPOOLE, 1977) debido al efecto inhibidor
de la Fru-2,6-P2 sobre la fructosa-l,6-difosfatasa (VAN
SCHAFTINGEN y HERS, 1981a).

También ha sido estudiado el efecto de varios
precursores neoglucogénicos sobre la concentracidén de Fru-
2,6-P2. Estos resultados se muestran en la tabla 4. La
incubacidén de trozos de tejido adiposc epididimario con
dibutiril cAMP, piruvato y lactato causd un descenso en la
concentracidén de este metabolito. El descenso de la Fru-
2,6-P2 inducido por el cAMP ha sido bien establecido en los
hepatocitos (HERS y VAN SCHAFTINGEN, 1982), pero ningun
resultado habia sido publicado en tejidos extrahepdticos.
La inhibicién ejercida por el piruvato y el lactato estd de
acuerdo con resultados previos encontrados en hepatocitos
(HUE et al., 1982). Se ha encontrado también que la manosa
disminuye la sintesis de Fru-2,6-P2 dependiente de glucosa,
lo cual podria ser debido a un efecto competitivo de 1la
manosa por el transportador de glucosa. La incubacién de
tejido adiposo con fluorocitrato, acetato, clofibrato y
etilmalimida no provocé cambios en la concentracidén de Fru-

2,6-P2,



TABLA 4

Contenido de Fructosa-2,6-P2 en trozos de tejido adiposo

blanco epididimario de ratas alimentadas incubados con

diversos sustratos.

Expto.

no.

Adiciones

S At G0 G M e Ge . G ——— - —— S — Y — ——— ——— A —— —— W — " Wmp M e o M oW e

Control
10 mM piruvato

10 mM Lactato

Control
10 mM manosa

0.1 mM dibutiril caMP

Control
5 mM fluorocitrato
5 mM acetato

1 mg/ml clofibrato

Control

30 mM etilmaleimida

0.311
0.190

0.204

0.276
0.275
0.250
0.241

0.342
0.380

+

+

0.02

0.03

0.03

0.01

0.02

0.02
0.02

(Para otros detalles experimentales ver tabla 3)

100
81
58

100
61
65

100
99
90
87

100
113
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FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN EL TEJIDO ADIPOSO MARRON DE RATA.

EFECTO DE LA ACLIMATACION AL FRIO.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Metabolismo de la glucosa durante la adaptacidén al frio

en el tejido adiposo marrdn de rata.

Los niveles de Fru-2,6-P2 y las actividades PFK-2 y
piruvato kinasa en el tejido adiposo marrdén se indican en
la tabla 5. Cuando se mantenian las ratas a 4 oC durante
13 dias, el tejido adiposo de estas doblaba 1la
concentracién de Fru-2,6-P2 y la actividad PFK-2. Ya que
este metabolito es considerado (ver introduccidén) como
regulador de 1la glucolisis, su incremento durante 1la
adaptacién al frio debe hacernos pensar en un incremento
en el flujo a traves de la PFK-1l. Este hecho es reforzado
por el incremento encontrado en 1la actividad piruvato
kinasa (tabla 5) . Un incremento en estas condiciones de la
hexokinasa y la PFK-1l ha sido ya previamente descrito por
COONEY y NEWSHOLME en 1982. Este incremento de la Fru-2,6-
P2 podria aumentar la velocidad del ciclo Fru-6-P/Fru-1l,6-
P2, con la consiguiente producién de calor, tal y como es
conocido en el miusculo (CHALLIS et al., 1985). La cantidad
de Fru-2,6-P2 es similar a la encontrada en el tejido

adiposo blanco (0.32 pmol/gr. tejido humedo)



TABLA 5

Efecto de la exposicién al frio y del tratamiento con

tiroxina sobre los niveles de Fru-2,6-P2 y pirivatokinasa

en el tejido adiposo marroén.

Ratas Fru-2,6-P2

nmol/gr. tej.

PFK-2

microU/ U LDH

PK

U/U LDH

Control (6) 0.33 £ 0.05
Expuestas 0.74 £ 0.05
Frio (8)

Frio vy 1.32 £ 0.12

tiroxina (5)

1.37 £ 0.05

2.86 * 0.16

4.08 £ 0.18

7.00 £ 1.00

29.49 £ 1.20

43.97 £ 2.20

El tejido adiposo marrén fue homogenizado y tratado tal y

como se explica en la seccidén Material y Métodos. Los

valores expresados indican el valor medio +/- el error

estandard. El numero de ratas empladas es indicado entre

paréntesis.



74

(SOBRINO y GUALBERTO, 1985). Los resultados expuestos

indican el aumento en la capacidad para oxidar la glucosa
en estas condiciones y sugieren la aparicidn en este estado
un incremento en la sintesis de los enzimas implicados. La
tabla 5 muestra también el efecto de la tiroxina sobre los
parametros indicados. El estado hipertiroideo esta asociado
con una clara estimulacidén de la actividad PFK-2, piruvato
kinasa y de la concentracidén de Fru-2,6-P2. Estos datos
pueden ser de interés en relacién con el incremento
observado en el metabolismo oxidativo tras la
administracién de tiroxina (PALACIOS-ROMERO y MOWBRAY,

1979; CRESPO-ARMAS y MOWBRAY, 1987).

2. Parametros cinéticos de la PFK-2 del tejido adiposo

marrdn.

La adaptacidén al frio produce un aumento en la actividad
maxima de la PFK-2 y en la concentracidén de Fru-2,6-P2. Las
caracteristicas cinéticas de la PFK-2 han sido también
estidiadas es este apartado. La figura 3 muestra 1la
dependencia de la actividad PFK-2 de la concentracidén de
Fru-6-P. El efecto de la adaptacidén al frio se encontrd a
nivel de la velocidad mdxima, mientras que ningin cambio se
verificé en la Km aparente del enzima. Ya que el enzima fue
estudiado tras la purificacién parcial con
polietilenglicol, no parece probable que dicho incremento

encontrado en la Vmax sea debido a la presencia o ausencia
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de efectores. Recientemente se ha postulado la existencia
de varios isoenzimas de la PFK-2 (RIDER et al., 1985). La
figura 3B muestra como la actividad PFK-2 encontrada en el
tejido adiposo marrdn es inhibida por bajas concentraciones
de citrato. Por el contrario, dicha actividad ligeramente
inhibida por el glicerol-3-P, lo que hace pensar en las
caracteristicas descritas por RIDER et al, 1985 para el

isoenzima cardiaco.

3. Efecto del estado tiroideo sobre La actividad piruvato

kinasa en el tejido adiposo marrdén y en el corazdn..

Es un hecho comunmente aceptado gque 1las hormonas
tiroideas inducen una estimulacién de la utilizacidén de
glucosa en el misculo vy en el tejido adiposo (CZECH et al.,
1980). GUALBERTO et al. describieron en 1987 que en el
misculo cardiaco el hipotiroidismo provocaba un descenso en
las actividades PFK-1 y PFK-2, mientras que un
hipertiroidismo de corta duracién (7 dias) no producia
cambios en dichas actividades. La tabla 6 muestra el efecto
de los estados tiroideos sobre la actividad piruvato kinasa
en el tejido adiposo marrdén y el misculo cardiaco. En el
tejido adiposo marrén el hipotiroidismo no produjo ningan
efecto respecto al control, mientras que el tratamiento con
tiroxina aumenté 1la actividad piruvato kinasa. Estos
resultados se corresponden con los observados en la tabla

I en ratas adaptadas al frio. Una situacidén diferente



TABLA 6
Efecto del estado tiroideo sobre la actividad

piruvatokinasa en tejido adiposo marrdén y en misculo

cardiaco.
Ratas Actividad Piruvatokinasa
mU/mgr. de proteinas
Tej. Adiposo Masculo
Marrdn Cardiaco
Eutiroideas (6) 64.6 = 3.4 650 = 15
Hipotiroideas (7) 73.9 £ 2.5 600 * 11
Hipertiroideas (7) 160.7 = 5.8 634 * 12

El tejido adiposo marrén y el misculo cardiaco fueron
homogenizados vy filtrados en Sephadex G-25. La
piruvatokinasa fue medida en las fracciones eluidas. el

nimero de ratas estudiadas se indica entre paréntesis.
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es la encontrada en el tejido muscular cardiaco, donde ni
el hipotiroidismo ni el hipertiroidismo alteraron 1la

actividad del enzima.

Conclusiones.

Este estudio demuestra que la exposicidén al frio y 1la
administracién de tiroxina in vivo pueden aumentar varias
veces ciertas actividades enzimaticas de la glucolisis en
el tejido adiposo marrdén. En base a 1los resultados
obtenidos se podria concluir también gque la Fru-2,6-P2
tiene un importante papel en la regulacidén de la glucolisis
durante el periodo de aclimatacidén al frio. Por otro lado,
es un hecho bien documentado el papel gque tienen las
hormonas tiroideas en la estimulacidén de la termogénesis
(para una revisién ver MULLER y SEITZ, 1984). Los
resultados presentados indican que el incremento de 1las
actividades PFK-2 y piruvato kinasa mediarian este efecto.
Es importante también recalcar gque el efecto de 1la
aclimatacidén al frio es especifico para el tejido adiposo
marrén, no presentandose modificaciones en el tejido

cardiaco estudiado.
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FRUCTOSA-2, 6-DIFOSFATO EN CORAZON: EFECTO DEL
HIPOTIROIDISMO EXPERIMENTAL SOBRE LAS ACTIVIDADES PFK-1 Y

PFK-2 Y LA CONCENTRACION DE FRU-2,6-P2
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RESULTADOS

1.Caracteristicas del hipotiroidismo inducido por

perclorato sédico.

La administracién de perclorato sbédico al 1% en agua de
beber indujo un progresivo hipotiroidismo (ALEXANDER Yy
WOLFF, 1966; ORTIZ-CARO et al., 1983) que se caracterizéd
por por bajas concentraciones de tiroxina en la sangre de
las ratas (figura 4). La concentracidén de Tiroxina en
sangre de ratas eutiroideas fue de 4.8 ugr./100 ml., lo que
coincide con lo descrito previamente (SEGAL et al., 1985;
St. GERMAIN y GALTON, 1985).

Los corazones de los animales hipotiroideos, tras treinta
dias de tratamiento con perclorato, pesaban aproximadamente
la mitad que los de las ratas eutiroideas. Se observd
también una disminucién de un 50% en el peso de las ratas
después del tratamiento indicado.

El estado hipotiroideo no modificé el contenido de DNA

en los corazones en relacidén con el peso del tejido.
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2.Correlacidén entre la concentracién de tiroxina vy la

actividad PFK-1.

Como se 1indicd anteriormente, el tratamiento con
perclorato sdédico al 1% indujo un marcado hipotiroidismo
definido por una drastica disminucién de la concentracién
sanguinea de tiroxina.El desarrollo del hipotiroidismo se
acompafd de una progresiva disminucién de lz actividad PFK-
1 cardiaca. El tratamiento con perclorato durante periodos
inferiores a una semana no tuvo ningin efecto sobre ambos
pardmetros (resultados no mostrados).

Después de 45 dias de administracidén del perclorato, 1la
concentracién de tiroxina en sangre era casi indetectable
y la actividad PFK-1 cardiaca disminuyé a un 25% del valor
encontrado en corazones de ratas eutiroideas. La actividad
PFK-1 medida en corazones de ratas eutiroideas fue de
aproximadamente 13 U/gr. peso, lo que coincide con valores
previamente descritos (para una revisidén ver NEWSHOLME y
LEECH, 1983).

Se encontré ademas una rapida reversibilidad del efecto
antes descrito; siete dias después de que el perclorato
fuera omitido de la dieta, la concentracién de tiroxina en
sangre estaba marcadamente incrementada, al mismo tiempo
que se encontraba una recuperacidén de de la actividad PFK-
1 cardiaca (ver figura 4).

Para descartar la existencia de un posible efecto directo
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del perclorato sédico sobre la actividad PFK-1 cardiaca, se
administrdé conjuntamente dicha sal y tiroxina a dosis de
0.5 ¥ 1 mgr./1 en la bebida ad libitum. Los resultados
presentados en la tabla 7 demuestran que el cambio de la
actividad PFK-1 depende de la concentracién en sangre de
tiroxina y no de la administracidén de perclorato, no
produciendose descenso de la actividad cuando la hormona y
la sal se administran simultaneamente.

La correlacidén entre la actividad cardiaca PFK-1 y 1la
concentracién sanguinea de tiroxina queda demostrada en la
figura 5. Para realizar esta curva, ademas de 1los
resultados obtenidos por el tratamiento indicado en 1la
tabla 7, se obtuvieron valores adicionales administrando
a ratas en la bebida 0.5 y 1 mgr./1 de tiroxina ad libitum
durante una semana (ratas hipertiroideas). Se encontré una
curva hiperbdélica en la que la mitad de la méxima actividad
PFK-1 cardiaca se alcanza con una concentracién de tiroxina

en sangre de 0.5 microgr./100 ml.

3.Propiedades cinéticas de la PFK-1 cardiaca.

Se incubdé extractos de corazén de ratas eutiroideas e
hipotiroideas con concentraciones crecientes de fructosa-
6-fosfato (Fru-6-P) ( 0.01 a 5 mM ) en déptimas condiciones
de medida, tal y como se ha indicado en la seccidén Material

Yy Métodos. Los homogenados de corazones de ratas



TABLA 7
Efecto de 1la administracién simultanea de perclorato
sédico y tiroxina sobre la actividad PFK-1 cardiaca y la

concentracidén sanguinea de tiroxina en ratas.

Se administrd a las ratas Perclorato sdédico al 1% solo o
simultaneamente con tiroxina a dosis de 0.5 y 1 mgr./1l en
el agua de beber ad libitum durante 30 dias. Los corazones
de las ratas fueron rédpidamente extraidos y congelados
mediante pinzas planas previamente enfriadas en nitrdégeno
liquido. La actividad PFK-1 ( condiciones 6ptimas ) y la
concentracidn de tiroxina en sangre fueron analizadas como
se ‘indica en la seccidén Material y Métodos. El numero de

ratas usadas en cada caso se indica entre paréntesis.

adiciones actividad PFK-1 Tiroxina
U/mgr. DNA microgr./dl sangre
Control (16) 8.03 *0.20 4.80 *0.10
Perclorato sédico (5) 3.88 #0.30 1.55 *£0.39
Perclorato + Tiroxina 8.12 %0.11 5.01 £0.11
(0.5mgr/ml)
Perclorato + Tiroxina 8.78 #0.06 5.08 *0.50

( 1 mgr/ml)
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hipotiroideas mostraron una clara disminucién de la
actividad PFK-1 para todas las concentraciones de Fru-6-P
con respecto a los corazones de ratas eutiroideas. Sin
embargo, no se encontraron variaciones en el valor de la Km
aparente que fue de de 0.04 mM en ambos estados.

La figura 6a muestra resultados similares; en este caso
se empled PFK-1 parcialmente purificada, lo cual descarta
la posibilidad de que 1la disminucidén de la actividad
pudiera ser debida a factores presentes en el homogenado
hipotiroideo.

Para obviar 1la posibilidad de gque 1las condiciones
6ptimas, empleadas en el experimento anterior, pudieran
camuflar hipotéticas variaciones (por ejemplo, de Km
aparente) de la actividad en el estado hipotiroideo, se
realizaron experimentos bajo condiciones subdptimas, es
decir, a pH 7 v en presencia de ATP 2.50 mM y AMP 0.10 mM.
La figura 6b muestra la cinética del enzima en ambos
estados, eutiroideo e hipotiroideo, bajo condiciones
subdéptimas. El1l valor de la Km aparente fue de 0.13 y 0.14
mM respectivamente. Estos datos demuestran una marcada
disminucién de la actividad PFK-1 cardiaca, sin
modificaciones de la Km aparente para la Fru-6-P, cuando
la concentracién en sangre de tiroxina disminuye.

El paso siguiente fue estudiar si el enzima procedente

de ratas hipotiroideas mantiene su capacidad de responder
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a los conocidos activadores de la PFK-1: el
adenosinmonofosfato (AMP) y la fructosa-2,6-difosfato (Fru-

2,6-P2).

4 .Efecto del AMP v la fructosa-2,6-difosfato.

Se estudid el efecto del AMP (figura 7) y de la fructosa-
2,6-difosfato (figura 8) sobre la curva de actividad PFK-
1 a diferentes concentraciones de F6P. Los resultados
demostraron que la actividad PFK-1 presenta una gran
dependencia con respecto a las concentraciones de ambos
efectores, tanto en las preparaciones eutirocideas como en
las hipotiroideas. Estos estudios cinéticos fueron
realizados bajo condiciones subdptimas de medida de 1la
actividad PFK-1l. De esta forma se encontrd una gran
sensibilidad del =enzima a la variacién de las
concentraciones de ambos efectores, siendo la Km aparente
para la Fru-6-P del mismo orden de magnitud en ambos
estados metabdlicos. Tanto en los experimentos realizados
incrementando la concentracidén de AMP, como en los que se
aumento la concentracidén de fructosa-2,6-difosfato, 1la
velocidad maxima obtenida para la preparacién hipotiroidea
fue notablemente menor que para la preparacién
hipétiroidea; aproximadamente unas cinco veces en ambos
casos. Estos experimentos coinciden en la observacién , ya

indicada, de que el estado hipotiroideo afecta a 1la



[AMP]

(mm)
K_=0.03 mu O 1.25

60 R /
o A 05

Km

40

PFK-1 activity {m units/mg of protein)

\

20

® 0
A

O%./Q

3 / 3 1 4 | ]
0 0.05 0.70 0.15 0.20
[Fructose 6-phosphate] (mm)

o
S w- 1.25
N ~ 005 MM
A Km—OO
o - 0.A5 MM
A Ke

/ Kt
/

Figura 7. Efecto del AMP sobre la afinidad por la Fru-6-P
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sangre de ratas hipotiroideas fue de 0.2 ugr/100 ml. El
calculo de las Km se realizd mediante micrordenador (Texas
Instruments) tomando, ademas de los representados, valores
de actividad PFK-1 correspondientes a concentraciones de
Fru-6-P 0.5, 1.25, 2.5 y 5 mM.
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velocidad mdxima de la actividad PFK-1 cardiaca, sin que se
encuentren cambios en la Km aparente para la Fru-6-P.

La figura 9 1ilustra el efecto de las concentraciones
crecientes de AMP y fructosa-2,6-difosfato sobre 1la
actividad PFK-1 en corazén. Estos experimentos fueron
realizados a pH 7.0 y en presencia de 2.50 mM de ATP. En
(9a), la concentracidén de Fru-6-P y de AMP fue de de 0.1
mM en ambos casos; en (9b) la concentracidén de Fru-6-P fue
de 0.05 mM. El1 resto de los componentes estaban a las
concentraciones indicadas como condiciones subdptimas
descritas en'la seccidén Material y Métodos.Las actividades
mdximas encontradas en (9a) v (9b) fueron 63.50 y 41.20
mU/mgr.de proteinas respectivamente. Estas condiciones
fueron fijadas con el fin de obtener una mejor respuesta
del enzima a 1las concentraciones crecientes de AMP y
fructosa-2,6-difosfato; El empleo de condiciones éptimas (
ATP 1.5 mM, AMP 1.25, pH basico ) resulta en una mayor
actividad generalizada con poca sensibilidad a los cambios
en la concentracidén del efector, como se comprobd en
experimentos preliminares (resultrados no mostrados).La
adicidén de la fructosa-2,6-bifosfato y el AMP no supuso
una recuperacién de 1la actividad PFK-1 normal en las
preparaciones hipotiroideas. Aungue la actividad PFK-1
hipotiroidea fue menor para todas las concentraciones de

los efectores, no se obsevd un cambio en la sensibilidad a
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realizadas en presencia de 2,5 mM de ATP a pH 7.0. En (a)
las concentraciones de AMP y Fru-6-P fueron ambas de 0.1
mM; en (b) la concentracién de Fru-6-P fue de 0.05 mM. La
actividad maxima encontrada en (a) v (b) fue de 63.5 y 41.2
mU/mgr de proteinas respectivamente. Para el calculo de la
K0.5 en (b) se emplearon valores correspondientes a una

concentracién de AMP de 1.5 y 2.5 mM. Para mds detalles
véase figura 7.
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los mismos, siendo la K, para cada efector similar en
ambos estados metabdlicos.
En resumen, estos resultados sugieren que la pérdida de la
actividad PFK-1 cardiaca en el estado hipotiroideo no es
debido a una pérdida de las propiedades regulatorias del

enzima.

5.Efecto de la trivodotironina sobre la actividad PFK-1

cardiaca en ratas hipotiroideas.

El siguiente paso fue estudiar si el efecto del
hipotiroidismo es inhibir la sintesis de novo del enzima.
Para realizar estos estudios se empled cicloheximida,
potente inhibidor de la sintesis de proteinas. La tabla 8
muestra como los fragmentos de tejido cardiaco de ratas
hipotiroideas (Tiroxina en sangre 0.1 microgr/100 ml)
incubados con 0.125 microgr/ml de triodotironina durante
cinco horas presentaban una clara restauracién de 1la
actividad PFK-1. Este efecto era parcialmente suprimido

Se comprobd ademas que la cicloheximida no presentaba un
efecto directo sobre la actividad PFK-1 de 1los fragmentos

de corazdén incubados.

6.Fructosa-2,6-difosfato vy actividad PFK-2.

En la tabla 9 se resumen los resultados obtenidos en



TABLA 8
Efecto de la triyodotironina y la cicloheximida sobre la

actividad PFK-1 en corazones de ratas hipotiroideas in

vitro.
Estado Adiciones Actividad PFK-1
tiroideo unidades/mgr. DNA
1. Normal no incubado 8.03 £ 0.2
2. Hipotiroideo no adiciones 1.62 * 0.2
cicloheximida 1.59 £ 0.1
T, 4.38 £ 0.3
T, + cicloheximida 2.81 £ 0.2

mediante la adicidén al medio de incubacién de 35 microgr/ml
de cicloheximida. Los corazones de ratas hipotiroideas (T,
< 0.2 microgr/dl) fueron cortados en pequefios trozos de 50
mgr. e incubados en una solucidén Krebs-Ringer tamponada con
trietanolamina 50 mM a pH 7.8 durante 5 horas, a 37 eC. lLas
concentraciones de triyodotironina y cicloheximida fueron
respectivamente de 0.12 microgr./ml y 35 microgr./ml. La
concentracidén de glucosa fue 20 mM en todos los casos. Los
resultados muestran el valor medio * error standard de 2

experimentos realizados por triplicado.



TABLA 9
Actividad PFK-2 y concentraciones de Fru-2,6-P2 en

corazones de ratas normales e hipotiroideas.

Estado Actividad PFK-2 Fru-2,6-P2

tiroideo unidades/mgr.DNA nmol/mgr .DNA
Normal (5) 0.27 * 0.02 3.07 * 0.67
Hipotiroideo (7) 0.12 £ 0.02 1.52 £ 0.47

Los corazones fueron congelados y posteriormente
procesados para la medicién de PFK-2 y Fru-2,6-P2, segun
se indica en la seccidén Marerial y Métodos. Los niveles de
tiroxina en sangre fueron 4.9 * 0.8 en ratas normales y
0.14 £ 0.4 microgr./dl en ratas hipotiroideas. E1 nuimero de
ratas empleadas en cada experimento se indica entre
paréntesis. Los resultados muestran el valor medio # error

standard.
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cuanto a la concentracidén de Fru-2,6-P2 y la actividad PFK-
2 cardiacas en ratas hipotiroideas. La actividad PFK-2
desciende a la mitad del valor obtenido en corazones
controles, descenso gque es menor al obtenido en 1la
actividad PFK-1 en similares circunstancias. La
concentracién de Fru-2,6-P2 en este estado metabdlico fue
también 1la mitad del valor encontrado en animales

controles.

DISCUSION

los resultados encontrados ponen de manifiesto gque
ciertos cambios en el estado tiroideo tienen un efecto
significativo sobre las actividades cardiacas PFK-1 y PFK-
2. Cuando se afiadidé tiroxina a la dieta de ratas se obsevd
un incremento de la concentracidén en sangre de la hormona.
Dicho incremento no se acompafi® de cambios significati?os
en la actividad PFK-1 cardiaca. De igual forma, ha sido
descrito que la administracidén de triyodotironina a ratas
no provoca cambios en la actividad piruvato dehidrogenasa
en el corazdén (HOLNESS et al., 1985). La administracién
oral de perclorato sddico, inhibidor de 1la sintesis de
tiroxina, supuso una disminucidn de los niveles circulantes
de tiroxina. Este descenso se acompafid de una disminucién

de la actividad fosfofructokinasa (figuras 4 y 5).
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Cuando un estado hipotiroideo severo fue alcanzado, es
decir, cuando las concentraciones de tiroxina en sangre
descendieron por debajo de los 0.1 microgr./100 ml., se
registrdé un descenso de cuatro veces en la actividad PFK-
1 cardiaca, y de 1la mitad en 1la actividad PFK-2.
Paralelamente estos niveles bajos de tiroxina se
acompaifiaron de un descenso en la concentracidén de fructosa-
2,6-difosfato en el corazédn.

Es importante indicar que los cambios cinéticos de 1la
disminucidén de la concentracidén de tiroxina circulante y
de la actividad ©PFK-1 cardiaca fueron diferentes,
precediendo el descenso de la tiroxina al de la actividad
enzimatica. El drdstico descenso requerido en la
concentracién de tiroxina para causar una disminucidén
importante en la actividad PFK-1 cardiaca peodria explicar
la poca capacidad de las hormonas tiroideas para regular
algunas rutas metabdlicas de carbohidratos y lipidos.

Este efecto fue demostrado a concentraciones saturantes
y subsaturantes de Fru-6-P, estando la velocidad del enzima
disminuida en todos 1los casos. A pesar del descenso
obsevado en la actividad PFK-1 cardiaca, este estudio
también demuestra que no existen cambios en la afinidad del
enzima por el sustrato tanto a condiciones O6ptimas como
subéptimas de ensayo.

Para conocer el posible mecanismo del descenso de la

actividad PFK-1 cardiaca, fueron consideradas varias
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posibilidades. En primer lugar, se considerd que este
descenso de la actividad enzimatica pudiera ser debido a
una disminucidén de la sintesis del mismo, ya que ha sido
profusamente descrito el efecto permisivo de las hormonas
tiroideas sobre la sintesis de protei{nas (para una revisién
ver OPPENHEIMER, 1979). Esta posibilidad es reforzada por
los resultados obtenidos mediante la recuperacidén de 1la
actividad PFK-1 cardiaca en incubaciones in vitro de trozos
de corazdédn  hipotiroideo a los que se adiciond
triyodotironina (tabla 8). Ademds se comprobé que 1la
recuperacién antes descrita quedaba 1limitada por 1la
incorporacidon al medio de cicloheximida, potente inhibidor
de la sintesis proteica.

En segundo lugar se considerd que que el efecto obsevado
sobre 1la actividad PFK-1 pudiera ser causado por una
disminucidén en las concentraciones de algunos activadores
del enzima del tipo del AMP o la fructosa-2,6-difosfato, o
a una disminucién de la sensibilidad del enzima a los
mismos. Esta posibilidad parece poco probable ya que el
enzima PFK-1 parcialmente purificado de 1los corazones
hipotiroideos fue sensible a la activacién por AMP vy
fructosa-2,6-difosfato. Sin embargo, la incubacién con
altas concentraciones de estos activadores no supuso una
recuperacidén de la actividad eutiroidea a los niveles
alcanzados en el estado eutiroideo (figuras 7,8 y 9).

Todo lo expuesto nos permite concluir que la disminucidén
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de la actividad PFK1l cardiaca cuando las concentaciones en
sangre de tiroxina estan experimentalmente disminuidas,
puede ser explicada por una disminucidén en la sintesis de
este enzima.
Como ya hemos indicado, los niveles bajos de tiroxina en
sangre provocados por un estado hipotiroideo experimental
severo, se acompafiaron de un descenso de la concentracidn
de fructosa-2,6-fosfato en corazén y de la actividad PFK-
2 cardiaca a la mitad de 1lo encontrado en animales
eutiroideos (tabla 9). Ya que el papel clave de la fructosa
difosfato en 1la activacién de 1la fosfofructokinasa-1
cardiaca ha sido previamente establecido, es razonable
asumir gque 1las bajas concentraciones de esta molécula
pueden contribuir a 1la disminucidén de 1la glucolisis
descrita durante el hipotiroidismo (BURNS y REDDY, 1975).

En resumen, el descenso de la actividad fosfofructokinasa
en el estado hipotiroideo puede sugerir una interpretacidn
molecular de 1la disminucién del metabolismo de los

carbohidratos durante el mismo.
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PRESENCIA DE LA FRU-2,6-P2 EN LOS HEMATIES DE RATA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.Inhibicidén de la Fructosa-6-fosfato -1-fosfotransferas

(PPi-PFK) v la PFK-2 por el 2-3-difosfoglicerato.

Como ya se ha indicado, habia sido descrita la ausencia
de Fru-2,6-P2 en Hematies (HEYLEN et al., 1982). El estudio
de la recuperacién de muestras de Fru-2,6-P2 ahadidas a
extractos de eritrocitos revelé que dichos extractos
contenian un potente inhibidor de la medicién de la Fru-
2,6-P2 mediante la técnica de la activacién de la PPi-PFK,
ya que dichos extractos afadidos no eran cuantificados
cuando se empleaba el método anterior. Ya que se conoce que
el 2-3-difosfoglicerato (2,3-DPG) es un inhibidor de
numerosos enzimas (CHIBA y SASAKI, 1978) y que se encuentra
en los eritrocitos a alta concentraciones (del orden mM),
se comprobé la probable inhibicidén de la PPi-PFK mediante
este metabolito. La figura 10 muestra que en las
condiciones usuales de ensayo (VAN SCHAFTINGEN et al.,
1982b), el 2,3-DPG inhibe la PPi-PFK con lo cual 1la
medicién de Fru-2,6-P2 no es posible mediante el método de
activacién de 1la PPi-PFK corrientemente empleado. La

inhibicién ejercida por el 2,3-DPG fue aparentemente no
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Figura 10. Inhibicién de la Fru-6-P l-fosfotransferasa
(PPL-PFK) por el 2,3-Difosfoglicerato (Gri-2,3-P2). La
actividad enzimatica fue medida a pH 8 y en presencia de 1
mM de pirofosfato y 1 mM de Fru-6-P. Para mas detalles
experimentales véase Material y Métodos.
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competitiva con una Ki de 0.13 mM. Ademas, cuando se
realizd la purificacién parcial de la PFK-2 de eritrocitos,
se comprobdé que el 2,3-DPG inhibia este enzima con una Ki
aparente de 0.5 mM analizada a concentraciones
subsaturantes de sustratos (figura 11). Similares
resultados fueron obtenidos con la PFK-2 purificada a
partir del higado y del misculo. Como en los eritrocitos la
concentracién de 2,3-DPG es aproximadamente 10 veces mayor
que la Ki aparente para la inhibicién de la PFK-2, se
podria esperar que en circunstancias fisioldégicas normales
dicho enzima esté completamente inhibido.

Los dos efectos inhibitorios del 2,3-DPG explican porqué
hasta ahora la Fru-2,6-P2 no habia sido descrita en los
eritrocitos de mamiferos. De lo anterior se deduce que la
Fru-2,6-P2 deberia estar presente en eritrocitos gque no
contienen 2,3-DPG, como es el caso de los eritrocitos de
las aves. Recientes estudios han descrito la presencia de
este metabolito en los hematies de pollo (ESPINET et al.,
1986). La Fru-2,6-P2 podria, por tanto, estar también
presente en circunstancias en las gque descienda 1la

concentracién de 2,3-DPG.

2.Fru-2,6-P2 en eritrocitos de mamiferos.

En una primera serie de experimentos se intentd realizar
la deteccidén de Fru-2,6-P2 en extractos deproteinizados de

eritrocitos. Ya que el 2,3-DPG inhibe la medida de la Fru-
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Figura 11. Inhibicién de la actividad PFK-2 por el 2,3-
Difosfoglicerato (Gri-2,3-P2). La actividad PFK-2 fue
medida a pH 7.1 en presencia de 0.1 mM de Fru-6-P, 5 mM de
MgATP y 5 mM de Fosfato potasico. Los puntos indican el
~valor medio * error estandard de tres experimentos.
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2,6-P2, estos dos fosfoesteres fueron separados por
cromatografia de intercambio idénico tal y como se describan
en la seccidén de material y métodos. En estas condidiones,
la concentracién de Fru-2,6-P2 encontrada en extractos de
eritrocitos aislados fue menor de 20 nmol/l de células. La
concentracidon de este metabolito en el misculo e higado de
ratas es 20 y 1000 veces mayor respectivamente (HUE et al.,
1984; MINATOGAWA y HUE, 1984). Sin embargo, este método de
separacién ofrecia muchas dificultades técnicas ya que las
propiedades cromatograficas de la Fru-2,6-P2 y el 2,3-DPG
resultaron ser muy similares. Por tanto, se investigd la
posibilidad de conseguir un descenso de la concentracidn
de 2,3-DPG en hematies intactos.

Previamente RAPOPORT et al., en 1977, habian demostrado
que 1la concentracién de 2,3-DPG en los eritrocitos
descendia de forma cronodependiente en condiciones de
acidosis (pH 6.9), mientras que se mantenia estable a pH
7.4 v aumentaba ligeramente a pH 8.2. La tabla 10 confirma
estos hallazgos; ademds, de acuerdo con otros resultados
previamente publicados (MINAKAMI et al., 1964; ARESE et
al., 1981), 1la concentracion de Fructosa-6-fosfato ,
sustrato de la PFK-2, se mantuvo durante la incubacién de
cuatro horas a pH 6.9, mientras que descendidé a pH 7.4 y
8.2. La concentracién de ATP se mantuvo relativamente
constante en las tres condiciones expuestas.- La

concentracion de Fru-2,6-P2 aumentdé a pH 6.9, hasta



TABLA 10. Concentraciones de varios metabolitos en
eritrocitos de rata incubados a diferentes pH en presencia

de 20 mM de glucosa

Metabolito Tiempo de pPH 6.9 pPH 7.4 pPH 8.2

incubacidén (h)

Glu-6-P 0 48 6 43 41
nmol/ml 4 39 £ 8 13 4
Fru-6-P 0 20 £ 5 13 11
nmol/ml 4 25 £ 2 3 1
ATP 0 1.11 *# 0.06 1.06 1.07
micromol/ml 4 0.89 £ 0.04 0.98 0.72
2,3-DPG 0 6.2 £ 0.3 5.8 6.6
micromol/ml 4 0.6 £ 0.1 5.1 5.5
Fru-2,6-P2 0 22 £ 2 - -
pmol/ml 2 157 £ 10 - -
4 260 * 20 <20 <20

Los valores expresados para pH 6.9 indican el valor medio
+ S.E.M. Otros resultados expresan el valor medio de tres

experimentos. Todos ellos estan referidos a ml. de células
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alcanzar un valor de 260 pmoles/ml de células, cuando 1la
concentracidn de 2,3-DPG era de 0.6 micromol/ml de células.

Es importante sefialar que al contrario de lo que ocurria
con la sintesis de Fru-2,6~P2, 1los trabajos citados
demuestran que la glucolisis es estimulada cuando el pH es
incrementado de 7 a 8.

Por otro lado, 1la Fru-2,6-P2, que fue sintetizada
mediante previa preincubacién durante cuatro horas &' pH
6.9 v en presencia de 10 mM de glucosa, persistidé al menos
dos horas cuando el pH era elevado a 7.4 u 8.2. En las
ultimas condiciones, la concentracién de 2,3-DPG que era
menor de 0.5 micromol/ml de células después de 4 horas de
incubacién a pH 6.9, alcanzd un valor de 2.5 micromol/ml de
células después de dos horas de incubacidén a pH 8.2.

De 1los experimentos anteriores se dedujeron las
condiciones éptimas de incubacidn para la medida de la Fru-
2,6-P2. Cuando los eritrocitos fueron previamente
preincubados sin glucosa a pH 6.9 para permitir 1la
desparicidén de 2,3-DPG y posteriormente incubados al mismo
PH en presencia de varias concentraciones de glucosa, se
observéd un aumento glucosa dependiente en las
concentraciones de Fru-2,6-P2 (tabla 11). Este aumento fue
mucho menor o ausente cuando las células eran incubadas a
PH 7.4 u 8.2.

Se comprobdé también el efecto del pH sobre la actividad

PFK-2 de eritrocitos. A pH 7.5 vy 8.5, la actividad fue del



TABLA 11
Influencia de 1la concentracién de glucosa sobre la
concentracién de Fru-2,6-P2 en eritrocitos de rata

incubados a diferentes valores de pH.

Concentracidn U Pru-2,6-P2
de Glucosa mM pmol/ml de células
(mM) = eeem e e
PH 6.9 7.4 8.2
0 <20 <20 <20
5 86 %= 15 25 £ 3 23 £ 2
10 107 £ 9 47 £ 1 22 £ 4
20 116 + 19 33 £ 1 22 £ 2
40 144 + 21 - 23 £ 2

Los eritrocitos fueron incubados durante 4 horas a pH
6.9 en ausencia de glucosa y luego lavados e incubados al
pPH indicado durante una hora en presencia de las
concentraciones de glucosa indicadas. Los resultados se
expresan en valor medio * error estandar para tres

diferentes observaciones.
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93 y 66% respectivamente de la actividad medida a pH 7.0.

Conclusiones generales

Las concentraciones de Fru-2,6-P2 en los eritrocitos
dependen claramente del pH de incubacidén. A un pH
fisioldégico, la concentracidén es dificilmente detectable.
Sin embargo, a ©pH 6.9, se observé un aumento
glucosadependiente de 1la concentracién de Fru-2,6-P2.
Probablemente, el efecto del pH no se realice directamente
a través del control de la PFK-2, ya que la actividad PFK-
2 a pH 7.0 y 7.5 es practicamente la misma. Parece m s
probable que el efecto del pH se deba a un mecanismo
indirecto sobre 1la concentracién de 2,3-DPG. Este
componente es un inhibidor de la PFK-2 y su concentracidn
en células aisladas es aproximadamente 10 veces el valor de
la Ki aparente para la PFK-2. Parece ser que la Fru-2,6-P2
no desarrolla un importante papel en el control de 1la
glucolisis de los eritrocitos. Células que por otra parte
dependen exclusivamente de la misma para su demanda de
energia.

Por otro lado, la inhibicidén de la PPi-PFK por el 2,3-
DPG explica el fallo en la medicidén de la Fru-2,6-P2. Este
método, que tiene la ventaja de ser muy sensible: permite
a deteccidn de cantidades de hasta 1 pmol (VAN SCHAFTINGEN,
1984), es sin embargo influenciado por las concentraciones

de este metabolito y de sales.

b

48 4
Jf‘!i},{ ?-.F’b



95

LA FRUCTOSA-2,6-DIFOSFATO EN CELULAS DE TUMOR ADRENAL Y-1.

EFECTO DE LA ACTH
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RESULTADOS

La capacidad de la ACTH para inducir la liberacidn de
lactato por parte de las células Y-1 fue investigada en
experimentos preliminales. A tiempo 0 de incubacidén, el
medio standard de cultivo fue retirado y sustituido por 4
ml de medio de incubacidén cuya composicidén se indica en
la seccidn Material y Métodos. Las células fueron incubadas
durante 1 hora sin sustratos (preincubacién) para degradar
el glucdégeno u otros carbohidratos gque pudieran estar
almacenados en las células. Posteriormente, las células
eran lavadas e incubadas de nuevo en medio de incubacidn
con las adiciones indicadas en cada caso. En condiciones
basales, es decir, con una glucosa de 5 mM, la liberacidn
de lactato fue de 5.2 * 0.3 micromol/mgr de proteinas x 4
horas. La curva dosis-respuesta para la ACTH se representa
en la figura 12. La ACTH produce un considerable incremento
en la liberacidén de lactato al medio de incubacién. La
mitad del mdximo efecto fue alcanzado con 3 microgr/ml de
ACTH, v el midximo efecto practicamente con 5 microgr/ml de
ACTH. Dosis de la hormona menores de 0.5 microgr/ml no

. . /
tuvieron efecto. Tales concentraciones de hormona estan en
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Figura 12. Efecto de diferentes dosis de ACTH sobre 1la
liberacidén de lactato por células Y-1. Las células fueron
preincubadas 1 hora sin sustratos y posteriormente
incubadas 4 horas en presencia de 5 mM de Glucosa. Para mas
detalles véase la seccidén Células de Material y Métodos.



97
el mismo orden de magnitud que 1las reportadas en 1los
estudios de esteroidogénesis. En los experimentos
realizados con 5 microgr/ml de ACTH la maxima estimulaciédn
de la glucolisis fue de 4 veces los niveles basales.

La figura 13 ilustra la accidén de la glucosa y la ACTH
sobre diversos parametros glucoliticos. El incremento en
la concentracidén de glucosa produjo un aumento en los
niveles intracelulares de Fru-2,6-P2, de 7.0 * 0.8 sin
glucosa a 16.8 * 1.3 pmol/mgr de proteinas de Fru-2,6-P2
en presencia de 50 mM de glucosa. La adicidén de la hormona
estimuldé aproximadamente 3 veces la sintesis de Fru-2,6-P2
en relacién a sus correspondientes controles. Es notable
que el efecto de la ACTH fue visto incluso en la ausencia
de glucosa. Este hecho puede ser interpretado por el bien
conocido efecto glucogenolitico de la ACTH (HAYNES, 1958),
v, por tanto, por un aumento en la concentracidén de hexosas
fostato.

La figura 13 muestra también como en similares
condiciones la ACTH produce un estable incremento de 1la
actividad PFK-1, con un patrén muy similar al encontrado
para la Fru-2,6-P2. La estimulacién de los pardmetros
anteriores fue reflejada por un incremento en la
concentracién de lactato liberado al medio. La maxima
respuesta fue ya alcanzada con una concentracién de glucosa
de 5 mM tanto en presencia como en ausencia de ACTH. Los

datos presentados en la figura 13 sugieren que existe una
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relacién entre el flujo glucolitico y los nivels de Fru-
2,6-P2, es decir, que este metabolito presenta un papel
regulador de la glucolisis en estas células tumorales.

El andlisis de 1la actividad PFK-2 en extractos
parcialmente purificados de células Y-1 dio un valor de
0.4 £ 0.02 pmoles de Fru-2,6-P2 sintetizados por minuto y
por mgr. de proteina; este valor era incrementado 3 veces
por la accién de la ACTH {n=3 en células tratadas y no
tratadas).

Por otro lado, se ha descrito que los iones Ca % tienen
un papel critico en la secrecidn de esteroides estimulada
por la ACTH (LEFKOWITZ, 1970). En la tabla 12 se muestra
como ni los iones calcio ni el dibutiril-AMP ciclico
modificaron significativamente la liberacidn de lactato y
la produccidén de Fru-2,6-P2, lo que sugiere gque estos
pueden actuar a diferentes niveles que la glucolisis en las

células Y-1.

DISCUSION

Estos datos indican que el contenido en Fru-2,6-P2 esta
sujeto a la regulacién por ACTH en las células de tumor
adrenal Y-1. La hormona causd un incremento simultaneo en
la liberacidén de lactato, concentracidén de Fru-2,6-P2 y

actividad PFK-1l, asi como un incremento en la actividad



TABLA 12
Efecto del dibutil-AMPc y el calcio divalente sobre 1la

secrecién de lactato y el contenido de Fru-2,6-P2 en

células Y-1

Adiciones Lactato Fru-2,6-P2

micromol/mgr prot. pmol/mgr prot.
Control 6.16 = 1.8 7.5 £ 1.4
ca 6.66 = 2.8 6.0 = 2.3
db-AMPc 6.83 £ 1.9 9.7 £ 1.8
ca ¥ + db-AMPc 8.08 % 2.5 7.5 £ 1.4

Las células Y-1 fueron incubadas con las siguientes
adiciones: 2.5 mM de Ca %, 2 mM de dibutiril-AMPc y 2 mM
de isobutil metil xantina. La concentracién de glucosa fue
50 mM en todas las condiciones. Se indica el valor medio y

el error standard de 3 experimentos.
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PFK-2. Los niveles de Fru-2,6-P2 encontrados son similares
a aquellos que han sido observados en el adenocarcinoma de
colon humano HT-29 (DENIS et al., 1986).

Ha sido ya anteriormente descrita la elevacidn de
algunos intermediarios glucoliticos después del tratamiento
de gléndulas adrenales de rata con ACTH. Entre ellos, el
incremento de los niveles de AMPc y el descenso de 1la
relacién ATP/AMP podria explicar -1z activacién de 1la
actividad PFK-1 (BELL et al., 1970). Estos resultados
unidos a los de la presente tesis, sugieren un aumento
simultaneo de la actividad adenilciclasa (SCHIMMER et al.,
1976) y de la Fru-2,6-P2 después del tratamiento de las
células ¥Y-1 con ACTH. Todo ello podria indicar que la
actividad PFK-2 en estas células no esta principalmente
regulada por fosforilacién por wuna proteina kinasa
dependiente de AMPc como ocurre en el enzima hepatico
(RIDER y HUE, 1986), sino que, por el contrario, la PFK-2
de las células Y-1 sea una isoenzima semejante a la del
corazén (RIDER y HUE, 1986), gque muestra un bajo nivel de
inactivacién por fosforilacidén por proteina kinasa AMP
ciclico dependiente. La posibilidad de que la PFK-2 de las
células Y-1 fuera estimulada por AMPc, como ocurre en las
levaduras (FRANCOIS et al., 1984) parece quedar descartada
por los datos mostrados en la tabla 13.

Se ha sugerido que la esteroidogénesis es regulada por

ACTH a través de mecanismos dque no requieren  1la
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participacién del AMPc (COTE y YASUMURA, 1978). En este
sentido, ha sido postulado un posible papel del GMPc
(PERCHELLET et al., 1977), aunque esto ha sido discutido
por otros autores (SCHIMMER, 1980). Por otro lado, las
actividades proteinkinasa C y M han sido recientemente
descritas en el tejido adrenal (VILGRAIN et al., 1984).
Por lo tanto, el estudio de una posible regulacién por
estas énzimas o por el GMPc de la PFK-2 podria ser
preceptivo a fin de comprender el mecanismo por el cual la
ACTH estimula la produccién de Fru-2,6-P2 en células de

tumor adrenal Y-1.
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CONCLUSIONES
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1. En el tejido adiposo blanco epididimario de rata, 1la
adicidén de adrenalina in vitro provocd la disminucién de
los niveles intracelulares de Fru-2,6-P2. La insulina, por
el contrario, aumentd al doble dichos niveles. Esto sugiere
que ambas hormonas estimulan la glucolisis en este tejido

por mecanismos diferentes.

2. Los resultados obtenidos indican que la Fru-2,6-P2 tiene
un papel en el incremento de la glucolisis durante 1la
aclimatacién al frio en el tejido adiposo marrdén. Durante
la misma se comprueba un aumento de los niveles de Fru-2,6-
P2 y de las actividades PFK-2 y piruvato kinasa. Estos
incrementos son favorecidos por el tratamiento in vivo con

tiroxina.

3. E1 descenso de la glucolisis experimentado en el corazdn
hipotiroideo se acompafia de una drdstica reduccién de los
niveles de Fru-2,6-P2 y de las actividades PFK-1 y PFK-2.
La actividad PFK-1 cardiaca en el animal hipotiroideo
muestra una gran dependencia de sus reguladores habituales:

AMP y Fru-2,6-P2.
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4. Se describe por vez primera la presencia de Fru-2,6-P2
en los eritrocitos. Su papel regulador de la glucolisis en
estas células es discutible ya que en circunstancias
normales (pH 7.4, 2,3-DPG 5 mM) su concentracidn es minima,

debido a la inhibicidén de la PFK-2 por el 2,3-DPG.

5. Los resultados indican que 1la estimulacién de 1la
glucolisis en células Y-1 provocada por 1la ACTH estd
mediada por un aumento de los niveles de Fru-2,6-P2 y de

la actividad PFK-1.

6. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la
regulacidn de la glucolisis por la insulina, tiroxina, ACTH
y aclimatacidén al frio en los tejidos antes citados, esta
mediada por cambios en la concentracidén de Fru-2,6-P2; lo
cual no es el caso de la adrenalina. También se verificéd
gue aungue la Fru-2,6-P2 esta presente en los hematies, no
participa en 1la regulacién de 1la glucolisis en las

condiciones citadas.
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