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Introducció 

La majoria de treballs experimentals dedicats durant els últims 

quinze anys a l'estudi del metabolisme del glicerat-2,3- P
2 

s'han fet qua

si sempre amb eritrocit perque és l'únic teixit que presenta concentra

cions importants d'aquest metabolit.A diferencia de l'eritrocit,la situa

ció en els altres teixits no sembla gaire clara.Coro es poden explicar els 

baixos nivells de glicerat-2,3-P
2 

en aquests teixits tot i que semblen 

gaudir d'una elevada capacitat de síntesi? Quines entitats móleculars són 

les autentiques responsables de la degradació del glicerat-2,3-P
2

? 

Per tal de trobar resposta a les questions esmentades varem abor

dar un model experimental diferent amb l'estudi de la degradació del gli

cerat-2,3- P
2 

en el múscul esqueletic de porc. 

Desenvolupament experimental 

1.- Aillament de les entitats amb activitat glicerat- 2,3-P
2 

fos-

fatasa 

Es varen preparar extractes acuosos a partir d'uns 100 g de llom 

frese de porc.En aquests extractes i en els fraccionaments posteriors es 

va determinar l'activitat glicerat-2,3-P
2 

fosfatasa(BPGP) així com les 

activitats bisfosfoglicerat sintasa(BPGS) i fosfoglicerat mutasa(PGM);tam

bé es varen determinar la fosfatasa acida,la fosfatasa alcalina i la gli

colat-2-P fosfatasa .Els extractes obtinguts varen ésser sotmesos a croma

tografía de gel-filtració en Ultrogel AC- 54 i cromatografía de bescanvi 

ionicen DEAE-Sephadex A-50 F!G . 1 c .~c ·.1.1, roG~AFl.1 O: GéL·FILTRACIO 
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(F-II; 25% restant), manifesta exclusivament activitat glicerat-2,3-P
2 

fosfatasa. 
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La F-I, sotmesa a bescanvi ionicen DEAE-Sephadex A-50 (fig . 2) 

es desdobla en dues entitats. Un enzim, que nos arrapa al bescanviador, 

responsable de quasi la totalitat de l'activitat glicerat-2,3-P
2 

fosfata

sa i de l'activitat fosfoglicerat mutasa eluides, així com d'un 40% de 

l'activitat bisfosfoglicerat sintasa; sembla correspondre a l'isoenzim 

M de la PGM. L'altre enzi.m, eluit amb el gradient de NaCl, molt minori

tari en quant a l'activitat fosfatasa i mutasa, presenta una majar propor

ció d'activitat sintasa; seria posiblement la forma isoenzimatica de la 

BPGS - BPGP present al múscul esquel~tic. 

Fig. 3 
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L'analisi de la F- II per bescanvi ionic mostra l'existencia de aues 

f r accions exclusivament amb act ivitat fosfatasa,:_corresponents als isoen

zims de la BPGP. 

La taula I resumeix els resultats obtinguts . 

TAULA I Fraccions aillades per gel - filtració i bescanvi ionic 

Fraccions 

F- IA (PGM) 

F-IB (BPGS/BPGP) 

F- IIA (BPGP) 

F- IIB (BPGP) 

Pr oporció d'activitats 

BPGP/BPGS/PGM 

O. 06 ¡0 . 13 /1 . 000 

0 . 23/ 50/ 1.000 

------------
------------

2 .- Comparació funcional 

% de 

BPGP 

72 

3 

16 

9 

A.- Activitat "en condicions ioniques intracel.lular s " 

l 'activitat total 

BPGS PGM 

40 99 

60 1 

S'ha estudiat l ' activitat de l es diferentes f r accions en el següent 

medi : fosfats potasi c/dipotasic 100 mM , Mg
2 

Cl 10 mM , Naaco
3 

10 mM , pH 7 . 0 

Els isoenzims de la BPGP perden un 94% de l'activitat;la PGM s'inhi

beix en un 70% i la BPGS- BPGP manté l'activitat . 

B. - Especificitat 

L'estudi de l'activitat fosfatasa enfroñtde diferents substractes 

fosforilats revela diferents patr ons : així, la BPGS/BPGP sembla ésser 

la més específica jaque únicament hidrolitza el glicerat-2,3- P
2

; la 

PGM hidrol itza els monofosfoglicerats (3- PG i 2- PG) encara que amb una 

eficacia molt menor respecte al glicerat- 2 , 3- P
2 

(15-20%) . La BPGP hidro

litza el 2-PG ambla mateixa facilitat que el glicerat-2 , 3- P
2

;també hidro

litza el fosfoenolpiruvat i el glicolat- 2- P ambla meitat de velocitat 

que el glicerat- 2,3- P
2

. 

C. - Dades cinétiques 

La PGM , la BPGS- BPGP i la BPGP mostren diferencies cinetiques : pH 

optim Km i vmax . (taula II) . 

Les Km difereixen un ordre de magnitud entre elles i la BPGS-BPGP 

és la que presenta un valor més baix . En el cas de la BPGP, manca el 

valor ce la Vmax perqué no ha pogut arribar-se a una purificació a homo

geneitat . 
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TAULA II Dades cinetiques 

FRACCIO pH OPTIM km(M) Vmax (Mols.Sus/Mol . Enz./min. 

PGM 5 3.10-4 2 

BPGS- BPGP 5 . 2 6 .10- S 3 

BPGP 6.0 8 .10-4 

o. - Efecte dels productes; Activadors e inhibidors 

S'han investigat els efectes dels monofosfoglicerate i del Pi 

(productes de la reacció) aixi con l'acció d ' alguns ions inorganics i de 

diversos analags del sustracte . La taula III resurneix els resultats ob

tinguts . 

TAULA III Efectes dels productes 

Condicions I-A (PGM) 

Control 1 

Pi 100 mM 0 . 3 

3- PG 5 mM 0 . 2 

Mg2 Cl 10 mM O. SS 

NaCl 100 mM 0 . 4 

Acetat sodic 100 mM 1 

Na
2
so

3 
10 mM 1 

Na
2
so

3 
10 mM + 

Na Cl 100 mM 0.4 

PPi 20 mM 12 

Glicolat- 2- P 2 mM 30 

Glicina** 50 mM(pH 9) 20 

Activadors e inhibidors 

Fracció 

I - B(BPGS/BPGP) 

1 

1 

1 

1 

0 . 4 

1 

1 

2.1 

7 

so 
15 

(** Respecte al control amb bicarbonat 50 mM,pH 9) 

Concl usions 

II 

1 

0.06 

0.8 

0 . 7 

0 . 2 

1 

1 

0 . 2 

1 

1 

1 

1. - En els extractes de múscul esqueletic s'han detectat quatre entitats 

moleculars amb activitat glicerat-2,3- P2 fosfatasa que corresponen possi

blement a tres grups isoenzimatics diferents. La primera(F-I A) seria l'i

soenzim muscul ar (tipus M) de la -~osfoglicerat mutasa '.Eartrons ;Carreras, 

1982);la fracció I - B pertanyeria al grup dels isoenzims de la bisfosfo

glicerat sintasa-fosfatasa(Sasaki et al .
1
1975);Les fraccions I I semblen 

correspondre als isoenzims de la bisfosfoglicerat fosfatasa (Narita ~t alj 



1979). 

2.- Aquestes fraccions es troben en proporcions forcadiferents(taula I), 

i contribueixen en forma distinta . a la hidro_lisi del glicerat-2, 3-P 
2

. L, ac

tivi tat fosfatasa de la fosfoglicerat mutasa sembla ésser la majoritaria. 

3.- Les dades cinetiques no mostren grans diferencies en els seus pH op

tims.Les Km,en canvi,son distintes i podrien afectar a les proporcions do

nades a la taula I.Així,si considerem una concentració de glicerat-2,3-P
2 

intramuscular de l'ordre de 100_¡J'l es podria pensar(taula II) que l'únic 

enzim que treballa per sobre de la seva Km es la bisfosfoglicerat sintasa

fosfatasa.Fent uns calculs molt aproximats podriem especular que l'activi

tat fosfatasa d'aquest últim enzim representa un 10 % de la capacitat hi

drolítica total . La BPGP també veuria rninvada la seva ~ontribució en un 10% 

4.- L'efecte del Pi,present a altes concentracions en el medi intracel.lu

lar,fortament inhibidor de l'activitat fosfatasa de la fosfoglicerat rnuta

i de la bisfosfoglicerat fosfatasa(taula III)¡potenciaria encara més la 

contribució de la bisfosfoglicerat sintasa-fosfatasa a la hidrolisi del 

glicerat-2,3-P2 i podria arribar a ésser d'un 30% 

5.- Es confirmen alguns efectes activadors classics (taula III) descrits a 

la literatura.Així,el PPi,el glicolat-2-P,el sulfit sodic i la glicina són 

forts activadors de l'activitat fosfatasa de la PGM i de la BPGS-BPGP enca

ra que en diferenta mesura i proporció.El seu valor fisiologic es dubtos. 

Agraiments 

Aquest treball ha sigut realitzat amb el suport de la CAICYT. 
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