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INTRODUCCIO

La glicogensintasa i la glicogenfosforilasa sén, respectivament, els en-
zims responsables directes de la formacié i degradacid de la moHécula de
glicogen, el carbohidrat de reserva en els animals. Aquests enzims sén
regulats per canvis en llur grau de fosforilacié o contingut de fosfat unit
covalentment a la molécula proteica. Les formes de la glicogensintasa ac-
tives fisiologicament sén les no fosforilades (formes I), mentre que les
més actives de la glicogenfosforilasa sén precisament les fosforilades
(formes a).

Els canvis en el grau de fosforilacié poden ser induits per la presén-
cia d’hormones a l'’entorn cellular. Hormones com el glucagé i les cateco-
lamines, altrament anomenades hormones glicogenolitiques, provoquen
en molts teixits la fosforilacié de la sintasa i de la fosforilasa mitjangant
I'activacié de proteinaquinases, els enzims que catalitzen aquest pas. En
conseqiiéncia, la sintasa resulta inactivada i la fosforilasa activada. El re-
sultat net de l'operacié és la conduccié del metabolisme del glicogen en-
vers la seva degradacio.

La insulina, al contrari, pot provocar el fenomen invers, és a dir, la
peérdua de fosfat lligat als enzims, per mecanismes encara mal coneguts.
El resultat de l'accio6 de la insulina és I'increment de la sintesi de glicogen.
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Al fetge, Organ que té un paper cabdal en I'administracié dels carbohi-
drats de l'organisme, l'efectivitat del control del metabolisme del glico-
gen per la insulina ha estat motiu de controvérsia ampliament debatut en
els darrers anys. De fet, la majoria dels efectes sobre céllules hepatiques
aillades, el material més idoni per a aquests estudis, han estat observats
en preséncia de glucosa, la qual és capag per ella mateixa d’activar la gli-
cogensintasa i d'inactivar la fosforilasa ! 4. Per exemple, I'activaci6 de la
sintasa per insulina en preséncia d’altes concentracions de glucosa s’ha
descrit a partir d’experiments fets amb hepatocits de rata incubats en
medis complexos que contenien aminoacids % 5,

D’altra banda, cal destacar que observacions fetes per diferents au-
tors &7 van suggerir que, al fetge, 'accié de les catecolamines sobre el
metabolisme de carbohidrats es duu a terme per un mecanisme indepen-
dent de l'adenosinmonofosfat ciclic (AMP ciclic). Aquest nucleotid es
forma a l'interior de la célula si un senyal hormonal apropiat arriba a la
superficie externa de la membrana. De bell antuvi se’l considera el mis-
satger intracelular de les hormones que no penetren a la céllula, i és el
mateix nucleotid qui desencadenaria la resta d’esdeveniments que en dar-
rera instancia provoquen la fosforilacié dels enzims que en sén suscepti-
bles & 1, El glucagé indueix efectivament la formacié d’AMP ciclic al fet-
ge ' 2, L'epinefrina, en canvi, tal com ha estat demostrat de manera
concloent fa poc per ExToN i HARPER ¥ i per HUTSON i collab.¥, no neces-
sita induir la formacié del nucledtid per dur a terme els seus efectes en
la céHula hepatica. Actua gairebé exclusivament a través dels receptors
a-adreneérgics que no estan relacionats amb la formacié d’AMP ciclic, siné
que semblen lligats a canvis en la concentracié intracelular de calci. L'ac-
ci6 a través dels receptors B-adreneérgics relacionats amb la formacié
d’AMP ciclic és residual en el teixit hepatic tal com ha estat demostrat
pels autors esmentats.

En aquest treball presentem un estudi dels efectes del glucags i de
les catecolamines sobre la glicogensintasa i la glicogenfosforilasa en he-
patocits i oferim l'evidéncia de la disminucié d’aquests efectes per la in-
sulina en abséncia de glucosa.

MATERIALS I METODES

Rates Wistar de 180-240 g de pes, alimentades amb dieta de laboratori
ordinaria, eren mantingudes en dejui durant 24 h abans de I'aillament dels
hepatocits. Els hepatocits s’aillaren per una modificacié del metode de
BERRY i FRIEND ¥ sense usar hialuronidasa en el medi de perfusié. La
perfusid s’iniciava amb medi preparat segons HaNks, exempt de calci (pH
7,4, 38 °C) amb glucosa 5 mM, a una velocitat de flux de 40 ml/min. Des-
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prés de perfondre amb 250 ml de medi s'afegia colagenasa fins una con-
centracio final de 0,4 mg/ml i seroalbiimina bovina (fraccié V) fins a una
concentracié final de 15 mg/ml. La perfusié amb colagenasa era mantin-
guda en forma recirculant durant 15 min. a una velocitat de flux de 60
ml/min. El fetge es retirava seguidament i es disgregava de forma suau
també en medi de HANKS exempt de calci. La suspensié cellular resultant
era rentada tres cops per processos de centrifugacié (60X g, 1 min.) i re-
suspensié alternatius, i era finalment resuspesa (1/12) en un medi bicar-
bonatat preparat segons KREBS-RINGER (pH 7,4) exempt de glucosa i de
qualsevol altre substrat, i préviament gasejat amb 0,/CO, 95/5. El 85 %
d’aquestes cellules excloien el blau de tripa després de la darrera resus-
pensio. Aliquotes (3,5 ml) d’aquesta suspensié (107 cels./ml) es colocaven
en vials tapats de 30 ml i s'incubaven en un bany d’aigua amb agitacié
(100 oscillacions per minut). Aquestes céHules no contenien glicogen pre-
cipitable amb etanol. Al final de les incubacions amb hormones el con-
tingut de cada vial era centrifugat (3.000x g, 30 segons) i el sediment de
célules era immediatament homogeneitzat en un homogeneitzador de
PoTTER-ELVETHEM amb 250 pl de medi a pH 7,0 que contenia KF 150
mM i EDTA 15 mM. Tot seguit eren assajades les activitats enzimati-
ques i el contingut en proteina. En els experiments en els quals es me-
sura I'’AMP ciclic, la suspensié cellular era precipitada amb acid tri-
cloracetic al 5 %.

L’activitat glicogensintasa va ser mesurada a 30 °C pel meétode de
THoMAS i collab.' i la de la glicogenfosforilasa pel de GILBOE i collabs.'.
La proteina cellular va determinar-se pels métodes de LowRy i collab.!®
o de GORNALL i collab.”. La concentracié intraceHular d’AMP ciclic es
mesura segons el metode de GILMAN 2,

El glucagé, l'epinefrina (bitartrat),1’L-fenilefrina (clorhidrat), el DL-
propanolol (clorhidrat) i la seroalbimina bovina (fraccié V) procedien de
Sigma Chemical Co. La insulina d’Ely Lilly Co. La fenoxibenzamina (clor-
hidrat) fou un obsequi de SMiTH, KLINE & FRENCH, Labs. La colagenasa
era de la Worthington Biochemical Corp.

RESULTATS

El glucagé produia una clara disminucié en l'activitat glicogensinta-
sa I (fig. 1,A) i un increment en l'activitat glicogenfosforilasa a (fig. 1,B).
Aquests efectes eren aparents a dosis de glucagd de 10-1° M. Dosis su-
periors produien efectes més marcats i duraders.

Malgrat que la insulina no modificava de manera aparent els ni-
vells basals de cap d'ambdues activitats enzimatiques, els efectes de
glucagdé 3x10-1° M eren significativament reduits en celules incubades
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F1c. 1. — Efectes de diferents dosis de glucagd sobre la glicogensintasa I (A) i la
glicogenfosforilasa a (B). Hepatocits aillats de rates dejunes foren pre-incubats 10
minuts a 37° C. Tot seguit s'afegiren les diferents dosis de glucagé i les incubacions
es perllongaren els periodes de temps indicats. Célules control (Q); célules incu-
bades amb glucagé 100" M (A), 3x10® M (), 10° M (A) i 10-" M (e@). L'activitat
de la sintasa I s'expressa com a percentatge de l'activitat I dels controls incubats
sense hormones (% inicial I). L'activitat sintasa assajada amb glucosa-6-fosfat (activi-
tat total) era 5,8+1,1 mU/mg prot. Una unitat d’activitat enzimatica és la quantitat
d'enzim que transforma un mol de substrat per minut,

F16. 2. — Contrarestacié per la insulina dels efectes del glucagd sobre la glicogensin-
tasa I (A) i la glicogenfosforilasa a (B). Els hepatocits foren incubats 10 min. amb in-
sulina 8x10-* M (®) o sense insulina (Q). Al final d'aquest periode les célules es
tractaren amb glucagd 3x 10 ' M durant els periodes de temps indicats. Els resultats
son la mitjana de quatre experiments + M.E.S. i s'expressen com a la figura 1.

previament amb insulina (fig. 2, A i B). Al tercer minut d’incubacié amb
glucagd sol, sense exposicié previa a la insulina, la inactivacié de la
sintasa era maxima.

L'activitat basal de la forma I estava reduida en un 40 % aproxima-
dament. Als 10 minuts l'activitat tornava a ser gairebé la inicial. La res-
posta a la mateixa dosi de glucagd en cellules préviament incubades amb
insulina 8 X 10~ M durant 10 minuts, era marcadament més debil que la
de les ceHules incubades sense insulina. En les tractades amb insulina
I’activitat es recobrava ja al tercer minut d’'incubacié amb glucagé des-

o0
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F16. 3. — Relacio dosi-dependéncia de l'efecte de la insulina sobre la glicogensintasa I

(@) i la glicogenfosforilasa a (O) d’hepatocits tractats amb glucagé. Les cellules fo-

ren incubades 10 min. amb les dosis d'insulina indicades i a continuacio es tractaren

amb glucagdé 3x10 " M durant 3 min. (sintasa) o 1,5 min. (fosforilasa). Els resultats
s'expressen com a la figura 1.

Fi16. 4. — Efecte de la insulina sobre l'elevacié dels nivells d’AMP ciclic causada pel

glucagé. Els hepatocits incubats 10 min. amb insulina 8x10-° M (H) o sense insulina

(0O) es tractaren tot seguit amb glucagd 10 * M durant els periodes de temps indicats.

No s’observaren canvis en els valors d’AMP ciclic de celules no tractades al llarg del
periode d'incubacio.

prés d'haver assolit un maxim decrement de tan sols el 25 % del valor
original.

En els mateixos experiments es va mesurar l'activitat de la glicogen-
fosforilasa. L'activitat de la forma a de l'enzim era rapidament incremen-
tada per accié del glucagd, retornant al valor inicial a partir del segon
minut d'incubacié amb I'hormona. En les cellules tractades préviament
amb insulina I'amplitud de la resposta de la fosforilasa al glucagé era
aproximadament la meitat de la de c¢Hules no tractades amb insulina.

Aquests efectes de la insulina eren dependents de la dosi utilitzada.
Célules tractades amb diferents dosis d’'insulina foren incubades a con-
tinuacié amb glucagé 3x10-® M durant periodes de temps en els quals
s’havien observat les maximes diferéncies entre cellules tractades amb
insulina i célules no tractades, en la primera série d'experiments. En la
figura 3 s’expressen els resultats obtinguts. Per a la sintasa la dosi d'in-
sulina més baixa que causa un efecte era 10-* M mentre que en el cas de
la fosforilasa era 3 10-* M i una dosi de 3x10-° M ja era saturant.

Els efectes del glucagé sobre la glicogensintasa i la fosforilasa anaven
acompanyats d'un increment en els nivells d’AMP ciclic a l'interior de
la céHula. Quan els hepatocits es tractaren amb insulina, l'increment
d’AMP ciclic intracellular produit pel glucagd era solament la meitat
del corresponent a cellules no tractades (fig. 4).
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Fi6. 5. — Efectes de diferents dosis d'epinefrina sobre la glicogensintasa (A) i la gli-
cogenfosforilasa (B). Els hepatocits aillats de rata dejuna i pre-incubats 10 min.
a 37°C foren tractats a continuacié amb epinefrina 10-° M (@), 10-" M (), 6x10-* M
(A) 10-* M (A) i 6x10-° M (@) o amb solucié salina isotonica (O) per diferents
periodes de temps. L'activitat glicogensintasa fou assajada en abseéncia de glucosa-6-
fosfat (activitat sintasa I) i en preséncia d’aquest activador de la forma D (activitat
sintasa total) i s’expressa en forma de relacié entre ambdos valors. L'activitat sintasa
total, que es mantingué invariable al llarg dels periodes d'incubacid, fou de 8,5 mU/mg
prot. Els resultats que s'expressen + M.E.S. son la mitjana de dos o tres experiments
segons les dosis.

F1G. 6. — Bloqueig dels efectes de l'epinefrina sobre.la glicogensintasa (A) i la glico-
genfosforilasa a (B) per la fenoxibenzamina. Els hepatocits foren incubats 10 min.
amb fenoxibenzamina 107 M (O, O, A) o sense aquest producte (H, ® A ), i a
continuacio foren tractats amb epinefrina 1077 M (O, @, A, A) o amb solucié salina
isotdonica ([0, M). L'activitat sintasa total al llarg dels periodes d'incubacié fou de
8,3+1,0 mU/mg prot.

L’epinefrina modificava també les activitats de la glicogensintasa Ii de
la glicogenfosforilasa a en els hepatocits a partir de dosis d’hormona de
6x10-? M per la sintasa i de 10-8 M per la fosforilasa (fig. 5, A i B). Com
en el cas del glucago, el procés d’activacié-retorn als nivells originals
d’activitat fosforilasa era més rapid que el corresponent procés d’'inac-
tivacié-retorn de la sintasa. Aquests efectes de l'epinefrina no anaven
acompanyats d'increments significatius en els nivells intracellulars
d’AMP ciclic (dades no exposades).
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F16. 7. — Efecte de I'epinefrina sobre la glicogensintasa (A) i la glicogenfosforilasa a

(B) en preséncia de propanolol. Les célules incubades 10 min, amb DL-propanolol

2x10-5M (M, ®, A) o en abséncia d’aquest producte ([J, O, A) foren tractades amb

epinefrina 107 M (@, O, A, A) o amb solucié salina isotonica (M, ). L'activitat

sintasa total al llarg dels periodes d'incubacié fou de 8,5+1,0 mU/mg prot. Els re.
sultats son la mitjana de dos experiments+D.S.

La fenoxibenzamina, un compost amb accié bloquejant dels receptors
a-adrenergics 2 2, anullava els efectes de I'epinefrina sobre la sintasa i la
fosforilasa. Les activitats basals d’ambdés enzims no eren modificades
significativament per una dosi de 10-7 M d’epinefrina quan les ceéHules
eren incubades préviament amb una dosi de 10-5 M de fenoxibenzamina
durant 10 minuts (fig. 6, A i B). Els efectes de la mateixa dosi d’epinefri-
na, en canvi, no eren alterats quan les céllules es tractaven durant 10
minuts amb una dosi de 10-5> M de L-propanolol (2x 10-5 M DL-propano-
lol) que és un compost amb accié bloquejant dels receptors B-adrener-
gics # % (fig. 7, A i B). El DL-propanolol tenia la capacitat de rebaixar
lleugerament el valor inicial de l'activitat glicogensintasa I, perd aquest
efecte no es va fer additiu al de I’epinefrina quan ambdés productes
es trobaven junts en el medi d'incubacié (fig. 7,A). No s'observaren di-
feréncies significatives entre l'activitat glicogenfosforilasa a de céHules
control incubades amb DL-propanolol 2x10-5 M i la de controls incu-
bats sense aquest producte (fig. 7,B).
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Fic. 8. — Contrarestaci6é de V'efecte de l'epinefrina sobre la glicogensintasa per la in-

sulina. Els hepatocits foren tractats durant 10 min. amb insulina 1077 M (®) o sense

insulina (O). Tot seguit s'afegi epinefrina 107* M i les incubacions es perllongaren

durant els periodes de temps indicats. L'activitat glicogensintasa total al llarg dels

experiments fou de 7,8+1,2 mU/mg prot. Els resultats sén la mitjana de sis expe-
ments+M.E.S. * p<0,005, ** p<0,001.

Fic. 9. — Efecte de la insulina sobre la glicogenfosferilasa a d’hepatocits incubats
amb epinefrina. Les condicions foren les mateixes que en la figura 8 excepte que la
dosi d'epinefrina utilitzada fou de 2x10°* M.

L’accié de I'epinefrina sobre la glicogensintasa era disminuida signifi-
cativament quan les céHules es tractaven amb insulina, En la figura 8,A es
presenta la inactivacié de la sintasa per una dosi d’epinefrina de 10-* M
en cellules pre-incubades sense insulina i en celiules pre-incubades 10 mi-
nuts amb una dosi de 10-7 M d’insulina. De manera semblant, 'activacié
de la fosforilasa per una dosi de 2x10-# M d’epinefrina estava reduida
aproximadament a la meitat quan les c¢Hules es tractaven préviament
amb insulina (fig. 9).

La fenilefrina, un efector g-adrenérgic pur? % presentava una accié
sobre la sintasa i la fosforilasa molt semblant a la de I'epinefrina, mal-
grat que les concentracions necessaries per a obtenir efectes d’intensitat
similars als de I’epinefrina havien de ser un ordre de magnitud més ele-
vades.
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F16. 10. — Efectes de la fenilefrina sobre la glicogensintasa (A) i la glicogenfosforila-

sa a (B) en hepatoeits procedents de rata dejuna. Les incubacions es dugueren a

terme amb les segiients dosis de fenilefrina: 10 M (@), 10 M (O), 3x10~* M (0O),

10-*M (A),3x10-"M (A)i10-7 M (V), i amb solucié salina isotonica (w). Per a la

glicogensintasa els resultats sén la mitjana+M.E.S. de dues a vuit dades segbns les

dosis. El valor de l'activitat sintasa total al llarg dels periodes d’'incubacié fou de
9,1+0,8 mU/mg prot.

En la figura 10,A es presenten els efectes de diferents dosis de feni-
lefrina sobre la sintasa. La minima dosi que causava un efecte sobre
aquest enzim era de 3x 10-7 M i dosis superiors a 10-* M ja es comporta-
ven com a saturants. La glicogenfosforilasa era activada també per aquest
efector (fig. 10,B).
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F1c. 11. — Efecte de la insulina sobre la glicogensintasa d’hepatocits incubats amb fe-

nilefrina. Les céllules foren tractades amb insulina 10 ™ M (@), o sense insulina (Q),

durant 10 min. i tot seguit amb fenilefrina 10 * M. El valor de l'activitat sintasa total

fou de 7,6+04 mU/mg prot. al llarg de les incubacions. Els resultats sén la mitja-
na+M.E.S. de cinc experiments. * p<0,05, ** p<0,01.

F16. 12. — Contrarestacié per la insulina de l'efecte de la fenilefrina sobre la glico-

genfosforilasa a. Els hepatocits foren tractats com en la figura 11, excepte que la do-

si de fenilefrina utilitzada fou de 2x10 * M. Les dades son la mitjana de dos expe-
riments.
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Els efectes de la fenilefrina eren contrarestats per preincubacié de
les célules amb insulina. La inactivaci6é de la glicogensintasa per fenile-
frina en céllules pre-incubades amb 10-7 M insulina durant 10 minuts
era molt més reduida en amplitud i durada que la inactivacié produida
per la mateixa dosi de fenilefrina en ceéHules pre-incubades sense insuli-
na (fig. 11). La mateixa reducci6 d’efectes de la fenilefrina per la insulina
s’observava en l'activacié de la fosforilasa per una dosi de 2x10-¢ M de
fenilefrina (fig. 12).

Discussio

Les dades presentades donen suport a la possibilitat que el metabolis-
me hepatic del glicogen sigui controlat per la insulina, tal com ja havia
estat suggerit anteriorment per LARNER i collab.?. % a partir d’estudis rea-
litzats en fetges de rata perfosos amb insulina. Segons els resultats que
aqui es presenten, la insulina contraresta els efectes del glucagé i de les
catecolamines sobre la glicogensintasa i la glicogenfosforilasa hepatiques
en abseéncia de glucosa.

Els experiments amb glucagé proven la capacitat de I'hormona per
disminuir I'activitat inicial de la glicogensintasa I. Fins ara aquest efecte
estava mal documentat. HUSTON i collab.”* havien pogut observar efectes
clars en hepatocits de rata alimentada, unicament després que la forma
I fos elevada previ tractament amb glucosa. Les observacions que es pre-
senten sobre un efecte del glucagd, adhuc partint de valors baixos d’acti-
vitat sintasa I poden estar relacionades amb el fet que han estat utilitzats
animals en deju.

Els resultats exposats confirmen també que les catecolamines actuen
mitjancant els receptors g-adrenergics, i no els (-adrenérgics, per dur a
terme llurs accions sobre la glicogensintasa i la glicogenfosforilasa en el
fetge. Cal acceptar, doncs, que al fetge 'AMP ciclic no és indispensable
per a desencadenar els mecanismes intracellulars que provoquen en ulti-
ma instancia la fosforilacié d’enzims interconvertibles com els del meta-
bolisme del glicogen. El fet que la insulina contraresti tant els efectes no
mediatitzats per AMP ciclic com els dependents del nucleotid representa
un canvi envers el punt de vista classic de com la insulina interactua en
el metabolisme del glicogen. Fins fa poc, la proteina quinasa dependent
d’AMP ciclic ha estat considerada com el primer objectiu de I'accié de la
insulina i s’ha suggerit que I'hormona l'afectaria sia per descens de la
concentracié d’AMP ciclic?, sia per un canvi en la sensibilitat de la pro-
teina quinasa per al nucleotid.®. Si acceptem que 'AMP ciclic i la pro-
teina quinasa dependent d’ell no participen en el mecanisme de l'activa-
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cié a-adrenergica de la glicogenolisi en hepatocits de rata 3, aleshores cal
cercar una nova explicacié de com la insulina pot contrarestar aquests
efectes.

KEPPENS i colab.® i AssiMAacOPOULOS i collab.® han proposat que el
calci és el segon missatger per a les hormones glucogenolitiques que no
actuen a través de la formacié d’AMP ciclic en l'interior de la céHula.
També han suggerit que la fosforilasa quinasa activable per calci en se-
ria 'objectiu immediat. Ara bé, aquesta quinasa no té capacitat per
fosforilar la sintasa *. Caldria en aquest cas pensar en una sintasa qui-
nasa activable per calci directament o indirecta, o en una sintasa fosfa-
tasa inhibible per I'i6. De fet ja s’ha postulat un paper del calci en 'accié
de la insulina *: %, A més de tot aixd, cal no menysprear la possibilitat
de l'existéncia d'efectes de la insulina directament sobre enzims regu-
lats per calci o, fins i tot, sobre la glicogensintasa.

En conclusid, doncs, és potser el moment d'una reavaluacié general
dels mecanismes que intervenen en la regulacié hormonal del metabolis-
me hepatic del glicogen.
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