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RESUMEN 

La fosforilasa kinasa de extractos hepáticos y leucocitarias 

muestra la notable diferencia, respecto a la muscular, de activar 

se muy poco cuando se estimula con proteín kinasa. 

Nosotros hemos purificado e l enzima hepático y linfocitario 

hasta un estado cercano a la homogeneidad. Ambos enzimas mostra­

ron unas características similares. El peso molecular estimado 

fué de 180-200.000, muy inferior al de la fosforilasa kinasa mus­

cular. El enzima mostraba actividad máxima entre pH 7,0 y 8,8, 

ensayado con concentraciones óptimas de ATP-Mg+
2 

(equimoleculares) 

Tanto el exceso de Mg+
2 

como de ATP inhibían la actividad del en­

zima, aunque el efecto del primero podía ser anulado en presencia 

de FNa 50 mM. Las Km para los sustratos fosforilasa b y ATP eran 

de 5-9 µM y 70-100 µM, respectivamente. El glucógeno a concentra­

ciones superiores al 1 % mostraba un claro efecto inhibitorio so­

bre la actividad enzimática, mientras que la glucosa-1-fosfato y 

la glucosa-6-fosfato no mostraban efecto alguno. Diversos catio­

nes divalentes afectaban la velocidad de reacción. A dife rencia 

del enzima muscular, la fosforilasa kinasa de hígado o leucocitos 

no mostraba dependencia total de calcio, ya que podía detectarse 

una actividad residual en presencia de elevadas concentraciones 

de EGTA. 

Se ha identificado tambien la existencia de un inhibidor de la 

fosforilasa kinasa hepática. Este inhibidor ha sido parcialmente 

purificado. El estudio de las características del inhibidor nos 

ha permitido identificarlo como una fosforilasa kinasa fosfatasa, 

ya que su efecto resulta disminuido por los inhibidores de fosfa­

tasas, es revertido por la proteín kinasa activa y es capaz de 

fosforilar e inactivar a la fosforilasa kinasa muscular purifica­

da a homogenidad. 
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INTRODUCCION 

El enzima fosforilasa kinasa ocupa un puesto clave en la reg~ 

lación del metabolismo del glucógeno, tanto en hígado como en 

músculo, y a que en este enzima convergen mecanismos de regulación 

y nerviosos. Desde 1955, fecha en que se identifica el enzima (1) 

la mayor parte de las aportaciones al conocimiento de este siste­

ma provienen del grupo de Fischer y Krebs, a los que se agrega 

posteriormente el inglés Cohen. Estos grupos han logrado purifi­

car a homogeneidad, caracterizar y establecer los mecanismos que 

regulan a este enzima en músculo esquelético. 

La fosforilasa kinasa muscular está constituida por cuatro 

subunidades distintas denominadas '\,("',~Y~ (2,3,25). La compo­

sición del holoenzima parece ser (~(!>~ b )
4

. El enzima es respon­

sable en los tejidos de activar a la glucógeno fosforilasa en 

respue sta a señales hormonales o nerviosas. Esta activación se 

lleva a cabo por fosforilación: 

fosforilasa b t ATP 

(inactiva) 

fosf.kinasa 
--------- fosforilasa a t ADP 

(activa) 

La activación de la fosforilasa coincide con la inactivación de 

la glucógeno sintasa, de lo que resulta una degradación neta de 

glucógeno en respuesta a la señal fisiológica. Los trabajos del 

grupo de Krebs entre 1959 y 1973 (3,4,5,6) demostraron que la 

sincronización entre activación de la glucógeno fosforilasa e 

inactivación de la sintasa era debida a la existencia de un en­

zima: proteín kinasa, capaz de fosforilar tanto a la sintasa 

(inactivándola) como a la fosforilasa kinasa (activándola). 

Asimismo, enlazaba su descubrimiento con el previo de Sutherland 

al obs e rvar que la proteín kinasa mostraba actividad únicamente 

e n pre sencia de AMP cíclico, el cual a su vez se formaba a nivel 
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de meml;)rªnª como reepYeetª ª lª ªdrenªlinª• F@r 9trª Pªfte, vª ~ 

rios aut9ree hªbiªn geeerito aetivªci~n de la ~lYe9~en© í @ef@~ 

ri1asa s i n aumento previg en lgs niveles de AMF eíe l ieg dYrªnte 

la estimulaGión el~etr ieª del mg9gulo (1). ~l mecaniem@ de esta 

activaei6n fue puestg finªlmente en evi@,eneiª pgr ~~ªwª (6) 

quien <lem9str6 que l9e niveles ge cªleig liPerªªºª 4el retíeu.l9 

sarcoplasmico qu.e eetimulªn lª eontraeei6n museulªr' ªetivan a 

su vez a la f9eforilªªª kinasª' que es tgtalmente inªetivª en 

ausencia. de galcig. La eul:>uniqªª - G" g '' i;:ªlmc;i!i'!uHnª '' pªrec;;e ser 

la responsable del efecto <lel ealeio s9Pre el enzima (?~), En 

presencia de trazas fisiol6gieas de ealeig el enzima pu.ege ª~n 

aumentar varias veces su ªctiviga.<l cuªnd9 es f95fgrilªªº pgr lª 

protein kinasa depengiente de AMI' c~clic9· ~stª kinªªª intrgdu. ~ 

ce primero un grupo fosfªtº en lª eU.PU.ni dªQ (li , lo que resulta 

en una activación <le la f99fgrilªªª kinaea, y mªª lentamente u.n 

segundo grupo fosfato en la subunigªg ~ (2,3), La fosforita~ 

ción de la subunidad ~ , permite entonces que una fosfatªsª es= 

peclfica actúe defosforilando la sW:>u.nidad fi e inactivando <le 

nuevo al enzima (9), Las dos formas ge lª fosforila,sa kinasa: 

activa-fosforilada e inactiva-defosforilada pueden identificar­

se al mostrar esta última actividad a pH 8,6, siendo inactiva 

a pH 6,8. 

En el tejido hepático la situación parecía ser notablemente 

distinta. Hasta 1975 se pensaba que 1a actividad fosforilasa 

kinasa de hígado no era modulada por ión calcio como lo es su 

homónima muscular. En ese año, no obstante, Khoo y Steinberg 

(10) pudieron demostrar una inactivación del enzima en ausencia 

de calcio. Otros autores confirmaron posteriormente este hecho, 

aunque la inactivación en ausencia de calcio nunca llegaba a 

ser total (11). Por otra parte, no se ha descrito ninguna puri­

ficación considerable de la fosforilasa kinasa hepática, por lo 

que su estructura molecular es desconocida. Un punto de discu­

sión actual se refiere a la posible regulacién de la fosforila= 

sa kinasa nep~tie.a por tosforila~:ión = d~f9¡;¡J:0!7i-lac:ión c9¡:n9 e1 

isoenzima 111usc¡¡lªr, l"c;>:r unP. pP-1't,e, l-o.$ t!'ªba.j9s de Van. Q.~ Ver= 

ve Y col. (26) Y d~ Van.den.nee'º-~ y ~ol, (l i J ll)µ~st-¡;an eviQ.epcri.a 
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de una activación de la fosforilasa kinasa hepática por la pro­

tein kinasa dependiente de AMP cíclico en extractos crudos he­

páticos. Debe señalarse no obstante que la activación mostrada 

por estos trabajos (0,5 a 1 vez) parece pequeña en comparación 

con las 20 a 40 veces que se activa la fosforilasa kinasa mus­

cular por efecto de la proteín kinasa. Por otra parte, Chrisman 

y col. (27), trabajando con una fracción particulada de glucó­

geno, y Vandenheede y col. (28) con un enzima parcialmente puri­

ficado, describen una ahora notable activación de la fosforila­

sa kinasa por efecto de la proteín kinasa. En contraste con es­

tos resultados, otros autores han purificado formas del enzima 

hepático que claramente carecen de la propiedad de regulación 

covalente por proteín kinasa (29, 30, 31). Frente a esta discre­

pancia de resultados se han ofrecido dos teorias: l. Que en el 

transcurso de la purificación se pierde, en determinados pasos, 

algún factor esencial para la fosforilación del enzima por pro­

teín kinasa (29) y 2. Que las formas purificadas no activables 

son precisamente la forma activa y fosforilada del enzima porlo 

que sería necesario un tratamiento previo con la fosfatasa ade­

cuada para inactivar el enzima y ver entonces su reactivación 

con proteín kinasa (27). Resulta tambien interesante destacar 

qu e se ha demostrado activación de la proteín kinasa, fosfori­

lasa kinasa y fosforilasa " in vivo" como respuesta a la admi­

nistración de glucagon (11,13). Los recientes trabajos del gru­

po de Exton (14,15,16) han profundizado en estos estudios "in 

v i vo" alcanzando las conclusiones de que los agonistas (3-adr~ 

nérgicos como el glucagon estimulan la glucogenolisis hepática 

v ia aumento de AMP cíclico, activación de la fosforilasa kina­

sa (sin evidencia "in vitro") y activación de la fosforilasa 

en una cascada de eventos similar a la conocida en músculo. Por 

el contrario, los ~-adrenérgicos como la adrenalina, no aumen­

t a n el nivel de AMP cíclico (en contradicción con los trabajos 

d e Su therland que le valieron el premio Nobel) sino que activan 

la glucogenolisis probablemente mediante la estimulación por el 

c a lcio de la fosforilasa kinasa. Debemos resaltar de nuevo que 

no ha sido posible demostrar hasta el momento una activación 

Fundación Juan March (Madrid)
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clara de la fosforilasa kinasa hepática purificada por la pro­

teín kinasa dependiente de AMP cíclico, por lo que el mecanis­

mo de la estimulación f>-adrenérgica de la glucogenolisis en 

hígado dista de ser comprendido en su totalidad por el momento. 

Tanto en músculo corno en hígado, la regulación del metabolis 

mo del glucógeno está intirnamente relacionada con la función fi 

siológica de estos tejidos: contracción y mantenimiento de la 

glucemia, respectivamente. En ambos casos existen señales quí­

micas (Ca+
2

) y hormonales que modulan metabolismo y función de 

forma coordinada. En el tercer tipo celular objeto de nuestra 

atención, los leucocitos, tal coordinación es desconocida por 

el momento. El papel que los leucocitos juegan en los procesos 

de la inmunidad celular, cada dia mejor conocidos desde el p un­

to de vista molecular, destaca la importancia de los estudios 

metabólicos de estas células. El sistema de e nzimas que contro­

la la síntesis y degradación de glucógeno en leucocitos parece 

relacionarse con el sistema hepático mas que con el muscular 

(17,18,32). Pese a encontrarse en leucocitos la mayor parte d e 

enzimas conocidos en otros tejidos, se han encontrado intere­

santes diferencias con respecto a los isoenzimas de músculo e 

hígado, mucho mas estudiados (18,32,33). Asimismo, la informa­

ción concerniente a las señales químicas o de tipo hormonal 

que regulan el metabolismo en leucocitos es escasa o nula. 

Procesos como la división celular (linfocitos), quimiotaxis y 

fagocitosis (granulocitos) deben correlacionarse con modifica­

ciones metabólicas que permitan el necesario aporte energético 

o de sustratos. Tales modificaciones en el metabolismo deben 

originarse por cambios en las actividades enzimáticas en res­

puesta a la situación fisiológica. De nuevo aquí, y en espe­

cial en lo que hace referencia a la glucogenolisis como aport e 

energético, debe la fosforilasa kinasa desempeñar un papel 

relevante por su capacidad, demostrada en otros tejidos, d e 

responder tanto a señales nerviosas como hormonales. La espe ­

cial situación de los leucocitos como células individualiza­

das y libres, hace imposible un control nervioso con lo que 

la función reguladora del calcio puede presentar aquí nue vo s 

e interesantes aspectos. 
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MATERIALES Y METODOS 

l. OBTENCION Y SEPARACION DE LEUCOCITOS: 

Las muestras de sangre de cerdo, obtenidas en el Matadero 

Municipal de Barcelona, se recogieron y procesaron para la 

obtención de linfocitos y polimorfonucleares según un método 

descrito por nosotros previamente (20). En esencia la técnica 

consiste en la obtención de leucocitos totales mediante sedi­

mentación en dextrano de los eritrocitos y posterior separa­

ción de leucocitos mononucleados y polimorfonucleares por cen­

trifugación en barrera de densidad con Ficoll-Pielograf ( ó 

urografín) . 

2. OBTENCION DE EXTRACTOS HEPATICOS Y LEUCOCITARIOS. 

- Los conejos, en ayuno de 24 horas, fueron sacrificados 

por administración endovenosa de 1 ml de tiopental (250 mg/ ml) 

y e x anguinación inmediata. El hígado era homogenizado con 4 

volúmenes de tampón fosfatos 50 rnM pH 7,0, ditiotreitol 1 rnM, 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 rnM en una trituradora de 

cuchillas durante 1 minuto a 4QC. El homogenado así obtenido 

se centrifugaba a 11.000 g durante 45 minutos, recogiéndose 

el sobrenandante que se filtraba a través de gasa y lana de 

vidrio para obtener el extracto crudo. 

- Los leucocitos aislados se resuspendían en tampón fosfa­

tos 20 rnM pH 7,0, sacarosa 5% a una concentración de l-2xlo
8 

células / rol. La homogenización se realizaba por congelación­

de s congelación y homogenización manual en un Potter-Elvejhem. 

El homogenado era entonces centrifugado a 10.000 g durante 

20 minutos a 4QC para obtener el extracto crudo (sobrenadante). 

3 . DETERMINACION DE ACTIVIDAD FOSFORILASA KINASA: 

La actividad fosforilasa kinasa se determinó utilizando dos 
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métodos distintos: 

- Método A: Medición de la actividad fosforilasa a. 

El ensayo, descrito por Vandenheede y col. (13), consta de 

dos reacciones sucesivas. En la primera de ellas la fosforila­

sa kinasa activa, por fosforilación, a la fosforilasa h muscu­

lar (inactiva) presente en la mezcla de reacción. La reacción 

se iniciaba agregando a 30 µl de la muestra a ensayar, 20 pl 

de un reactivo con 3,5 rng/rnl de fosforilasa Q muscular, ATP 

2,5 rnM, acetato magnésico 2,5 rnM, ditiotreitol 2,5 rnM y tampón 

trietanolarnina 50 rnM pH 7,0. Trás la incubación apropiada a 

30QC, se tornaban 20 µl de la mezcla de reacción que se diluían 

con 400 µl de tampón EDTA 10 rnM, FNa 100 rnM, ditiotreitol 1 rnM, 

ácido 2(N-rnorfolino)etanosulfónico (MES) 50 rnM pH 6,1, en baño 

de hielo. Los efectos conjuntos de la dilución, el descenso de 

pH y temperatura y la acción quelante del EDTA sobre el Mg+
2

, 

detenían de forma efectiva la reacción fosforilasa kinasa. Se 

procedía entonces a ensayar la actividad de la fosforilasa a 
14 -

formada mediante una reacción de transferencia de e -glucosa-

1-fosfato a glucógeno según la técnica descrita por Gilboe y 

col. (34). 

- Método B: Medición de la fosforilación de la fosforilasa. 

Este método descrito por Reirnann y col. (35), se basa en 

medir la incorporación de fósforo-32 a la fosforilasa Q muscu­

lar a partir de P
32

-ATP, por acción de la fosforilasa kinasa. 

A 60 µl de la muestra a ensayar se les añadían 20 pl de un pri­

mer reactivo con 17,5 rng/rnl de fosforilasa h muscular, ditio­

treitol 5 rnM y trietanolarnina 100 rnM pH 7,0. La reacción se 

iniciaba con la adición de 20 µl de acetato magnésico 5 rnM, 

ATP-P
32 

5rnM(l µCi). Trás la incubación apropiada a 30QC, se to­

rnaban 50 µl que se depositaban sobre un cuadrado de 2x2 cm 

de papel Whatrnan 31 ET. Los papeles se sumergían en un vaso de 

precipitados con ácido tricloroacético al 10 %, pirofosfato s6-

dico al 8% en baño de hielo, que se mantenía en agitación cons­

tante. La fosforilasa con P
32 

incorporado precipitaba sobre el 
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papel, en tanto que el ATP-P
32 

no utilizado pasaba al liquido 

de lavado. Tras 20 minutos de lavado, se reemplazaba el liqui­

do por tricloroacético al 5%, procediéndose a dos lavados con­

secutivos de 20 minutos cada uno. Finalmente, los papeles se 

lavaban con etanol 96% durante 5 minutos y se secaban. Para 

el contaje de radioactividad se introducia cada papel en un 

vial con 10 ml de líquido de centelleo (O,l g/l de POPOP, 4 

g/l PPO en tolueno). En cada serie se preparaban blancos de 

fosforilación endógena omitiendo la fosforilasa b de la mezcla 

de reacción. 

4. DETERMINACION DE PROTEINA. 

Se utilizó el método de Lowry y col. (36) con precipita­

ción de proteinas y utilizando seroalbúmina bovina como patrón . 

5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

Se realizó segfin la t~cnica descrita por Shapino y Weber 

(37,38). Para ello se preparó una solución A compuesta por 

22,5 g de acrilamida, 0,6 g de metilenbisacrilamida en 100 ml 

de agua. Una solución B con 30 g de Tris y 144 g de glicina 

para 1 litro de agua. La solución C se preparaba con 333 ml de 

solución B, 3 g de dodecilsulfato sódico (SOS) y 667 ml de 

agua. Los geles se preparaban mezclando 10 ml de solución A, 

10 ml de solución e, 10 ml de persulfato amónico 2,4 mg/ml 

y 40 pl de N,N,N', N' tetra metiletilendiamina. Una vez ver­

tida la solución en los tubitos, se aceleraba el proceso de 

polimerización con luz ultravioleta. 

Las muestras se preparaban mezclando 30 µl (concentración 

aproximada de proteina 0,25 mg/ml) con 20 pl de SDS 1%, saca­

rosa 25%, azul de bromofenol 0,05%, solución B 25 ml% y f.>­

mercaptoetanol 10%. Se llevaban entonces a lOOQC de 2 a 5 mi­

nutos y se aplicaban a la parte superior de los geles. Los 

tubos se acababan de llenar con solución 3 diluida 1:3, al 

igual que las cubetas del aparato de electroforesis, aplicán-

Fundación Juan March (Madrid)
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dose una corriente de 1,5 mA por tubo durante unas tres horas. 

Se extraían entonces los geles, tiñéndose en azúl de Coomasie 

0,25%, acético 10%. La decoloración de los geles se realizaba 

con metanol 40%, acético 7%. 

6. UNIDADES. 

La Unidad de actividad fosforilasa kinasa se define como 

la cantidad de enzima que transforma 1 µmol de fosforilasa Q. 

en fosforilasa ª por minuto de incubación (Método B) o como 

la cantidad de enzima que transforma 1 Unidad de fosforilasa 

Q. en fosforilasa ª por minuto de incubación (Método A) . 

La Unidad de actividad fosforilasa se define como la canti­

dad de enzima que incorpora 1 pmol de glucosa-1-fosfato a glu­

cógeno por minuto de incubación. 

7. MATERIALES. 

El ATP-P
32 

se preparó a partir de fosforo-32 obtenido de 

Amersham utilizando la técnica descrita por Glynn y Chappell 

(23). 

La fosforilasa b se purificó a homogenidad a partir de mús 

culo de conejo según describen Fisher y Krebs (22). 

La fosforilasa kinasa muscular se purificó a homogenidad 

a partir de músculo de conejo mediante la técnica descrita 

por Cohen (2). 

La protein kinasa dependiente de AMP cíclico (subunidad 

catalítica) se purificó a homogenidad a partir de músculo de 

conejo como describen Bechtel y col. (24). 

La Sepharosa-histona se preparó siguiendo la técnica des­

crita por Cuatrecasas (40). 

El AMP, ATP, AMPc, Glucógeno, Glucosa-1-fosfato e Histona 

se obtuvieron de Sigma Chem. Co. 

La Agarosa-ATP fue suministrada por PL Biochemicals. 

El Dextrano, Ficoll, Sephadex y Sepharosa se obtuvieron de 

Pharmacia Fine Chemicals. 

Fundación Juan March (Madrid)
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El Pielograf fue suministrado por Juste S.A.Q.F. 

Todos los demás reactivos empleados fueron de calidad su­

ficiente para los fines en que se emplearon. 

RESULTADOS 

l. REGULACION DE LA ACTIVIDAD FOSFORILASA KINASA EN EXTRACTOS 

CRUDOS DE HIGADO Y LEUCOCITOS. 

Los estudios realizados en extractos ~rudos hepáticos o de 

leucocitos mostraron en todos los casos una gran similitud de 

resultados, por lo que en la descripción de los experimentos 

no mencionaremos el origen tisular de los extractos, dando por 

entendido que los resultados aplican tanto a hígado como leu­

cocitos. 

Cuando se realizó un estudio de la actividad fosforilasa 

kinasa en los extractos en relación con el tiempo, pudo obser­

varse que la actividad no era lineal con el tiempo (Figura 1). 

Esta no linealidad era especilainente destacada en los extrac­

tos de leucocitos polimorfonucleares, donde el tiempo de ve­

lociP.ad de reacción constante rara vez sobrepasaba los 1.0 mi­

nutos. Corno la adición de ATP no aumentaba el tiempo de linea­

lidad y del segundo sustrato de la reacción, fosforilasa b, 

se habia consumido menos de un 10% cuando la velocidad de 

reacción ya decaía, cabe pensar en efectos 'proteolíticos o de 

fosfatasas (inactivan la fosforilas'á ::kinasa en músculo) endó-
·-':.-

genas, responsables de la caida de actividad del enzima con el 

tiempo de incubación. 

Con objeto de profundizar en los conceptos seftalados en el 

párra fo anterior se ensayó el efecto del floruro, conocido in­

hibi dor de fosfatasas, sobre la actividad del enzima. Los re-
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sultados, representados en la Figura 1, mostraron que el flu~ 

ruro sódico no afectaba en gran medida la actividad fosforila 

sa kinasa en concentraciones inferiores a 100 rnM, inhibiendo 

notablemente a partir de este valor. 

Es conocido el efecto activador, mediante reacción de fos­

forilación, que la proteín kinasa dependiente de AMP cíclico 

ejerce sobre la fosforilasa kinasa de músculo. Tambien se han 

descrito activaciones mas discretas del enzima hepático por 

proteín kinasa. Cuando adicionamos ATP-Mg+
2 

y AMP cíclico a 

los extractos en preincubación se obtuvo únicamente una acti­

vación máxima de un 50% en el caso de los extractos hepáticos. 

La activación de la fosforilasa kinasa era aún menor o nula en 

el caso de extractos de leucocitos. Adicionando teofilina 5 rnM 

(inhibidor de la fosfodiesterasa) o sustituyendo el AMP cícli­

co por subunidad catalítica de proteín kinasa, no se obtuvie­

ron activaciones mayores de la fosforilasa kinasa. 

Una posible explicación a la pequeña o nula activación de 

la fosforilasa kinasa por la proteín kinasa dependiente de AMP 

cíclico podría ser que el enzima estuviese ya, tras la homoge­

nización del tejido, en su forma activada por fosforilación. 

En este caso, mediante la actuación de la fosfatasa adecuada 

sería posible observar una clara inactivación de la actividad 

fosforilasa kinasa. No obstante, la simple preincubación de 

los extractos, técnica utilizada frecuentemente para defosfo­

rilar proteinas por fosfatasas endógenas, tampoco permitió 

observar modificaciones en la actividad del enzima.La adición 

de Mg+
2 

o Mn+
2

, conocidos activadores de fosfatasas, no modifi­

có los resultados. 

Los resultados obtenidos en extractos crudos tisulares mues­

tran pués que la fosforilasa kinasa hepática y de leucocitos 

presenta características diferenciales con respecto al enzima 

muscular, en el sentido de que no se manifiesta la existencia 

de formas activa e inactiva, utilizando técnicas que revelan 

la existencia de tales formas en tejido muscular. Por tales mo-

Fundación Juan March (Madrid)
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tivos se decidió emprender la purificación del enzima con el 

ánimo de que la eliminación de otros enzimas o proteinas que 

pudieran enmascarar o impedir las transformaciones de formas, 

permitiera aclarar la situación. Se escogió purificar la fos­

forilasa kinasa de linfocitos y no de polimorfonucleares de­

bido a la dificultad en la obtención de grandes cantidades de 

células y a que la actividad específica era mucho mayor en 

linfocitos (859 mU/mg proteina) que en polimorfonucleares 

(257 mU/mg proteina). 

2. PURIFICACION DE LA FOSFORILASA KINASA HEPATICA 

La fosforilasa kinasa hepática fué purificada a partir de 

extractos crudos hepáticos obtenidos según se describe en Ma­

teriales y Métodos. 

2.1 PRECIPITACION ISOLECTRICA: El extracto hepático se ajus­

taba mediante adición gota a gota de ácido acético 1 N, a 4QC 

y con agitación contínua. El extracto a pH 5,2 era a continua 

ción centrifugado a 11.000 g durante 30 minutos. El sobrena­

dante de la centrifugación se desechaba y el sedimento se re­

suspendía en 1/2 del volumen de extractos con tampón fosfatos 

50 mM pH 7,4, sacarosa 5%, ditiotreitol 1 mM (tampón A). El 

pH del sedimento resuspendido se ajustaba a 7,4 mediante adi­

ción de Tris 2M (pH no ajustado) gota a gota y con agitación 

contínua. 

2.2 CENTRIFUGACION A ALTA VELOCIDAD: El precipitado resuspen­

dido en el paso anterior era entonces centrifugado a 95.000 

g durante 2,5 horas. Se recogía el sobrenadante de la centri­

fugación, desechándose el sedimento que mostraba solo una pe­

queña proporción de la actividad fosforilasa kinasa. 

2.3 PRECIPITACION CON POLIETILENGLICOL: El sobrenadante de la 

centrifugación a alta velocidad era a continuación precipita­

do mediante la adición de polietilenglicol al 50 % hasta obte -

Fundación Juan March (Madrid)



18 

ner una concentración final del 14%. Tras unas dos horas se 

centrifugaba para separar el precipitado (que se desecheba) 

del sobrenadante. El sobrenadante obtenido se diluía conve­

nientemente en tampón A hasta rebajar la concentración de 

polietilenglicol al 8%. Seguidamente se ajustaba el pH de la 

s olución a 6,0 mediante adición de acético 1 N gota a gota, 

con lo que se conseguía una nueva precipitación de proteinas. 

El líquido se centrifugaba inmediatamente a 11.000 g durante 

20 minutos, recuperándose en este caso la actividad fosfori­

lasa kinas a en el sedimento. Este era recogido y resuspendido 

en 1/ 5 del volumen original de extracto crudo utilizando tam­

pón A. 

2.4 CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA: El último precipitado de 

polietilenglicol resuspendido, era mezclado con 2 volúmenes 

de DEAE-Celulosa, previamente equilibrada en tampón A. Trás 

unos 30 minutos de agitación suave, el gel era transferido a 

un embudo de placa filtrante, recogiéndose el líquido con pr~ 

teinas no retenidas por el gel. A continuación se lavaba la 

c elulosa con 10 volúmenes de tampón A en el mismo embudo. Fi­

nalmente, s e transfería el gel a una columna apropiada, donde 

era empacado y posteriormente eluido con un gradiente de ClNa 

en tampón A de O a 0,5 M. El volúrnen total del gradiente era 

d e 4 veces e l volúrnen del gel empacado. Se recogían fraccio­

nes que eran ensayadas (Figura 2). La actividad fosforilasa 

kinasa eluía en un pico únic o que era recogido y concentrado 

mediante precipitación con sulfato amónico (50% de saturación) 

El precipitado de sulfato amónico era resuspendido en 1/ 150 

volúmen del extracto crudo original utilizando tampón A. En 

e ste paso de concentración se obtuvieron a menudo fuertes 

pérdidas de actividad fosforilasa kinasa, presumiblemente por 

inestabilidad del enzima ante elevadas concentraciones salinas. 

Otra s formas de concentración, distintas a la precipitación 

c o n s ulfato amónico, pueden ser tan válidas o incluso mejores 

q ue la utili z ada por nosotros. 

Fundación Juan March (Madrid)



19 

2.5 PRIMERA GEL FILTRACION: La fracción obtenida de DEAE­

celulosa concentrada (típicamente 15 a 20 ml, cuando se par­

te de 4 hígados de conejo), era entonces dializada durante 

4-6 horas frente a 4 litros de tampón A y seguidamente apli­

cada a una columna de Ultrogel AcA 34, previamente equilibr~ 

da con el mismo tampón A (Figura 3) . Se recogieron fraccio­

nes en las que se analizaba actividad fosforilasa kinasa y 

proteina. La actividad eluía en un pico retardado que era 

inmediatamente recogido. En algunas preparaciones se ha ob­

servado un pequeño pico de actividad fosforilasa kinasa con 

elevado peso molecular que eluía con el volumen de vacio de 

la columna. El pico retardado recogido se dializaba a con­

tinuación frente a 2 cambios de 5 litros de tampón trietano­

lamina 20 mM pH 7,4, sacarosa 5 %, ditiotreitol 1 mM (Tampón 

B) durante toda la noche. 

2.6 CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA-HISTONA: La fracción diali­

zada se mezclaba con 1/ 3 de su volumen de Sepharosa-histona 

previamente equilibrada en el mismo tampón B. Tras agitar 

suavemente la mezcla durante 30 minutos, se empacaba el gel , 

recogiéndose el eluido que no mostraba actividad fosforilasa 

kinasa. El gel era a continuación lavado con 10 volúmenes 

de tampón B y finalmente se eluían las proteinas con un gra­

diente salino de O a 0,5 M ClNa en tampón B. La actividad 

enzimática eluía en un amplio pico poco separado de las otras 

proteinas. No obstante, la gran cantidad de proteina elimina­

da por no ser retenida al gel hacían provechoso este paso 

(Figura 4). El pico de actividad era recogido e inmediatamen­

te concentrado utilizando una unidad de concentración por 

ultrafiltración al vacío "Millipore". El volumen final queda­

ba reducido a 1-2 ml. 

2.7 SEGUNDA GEL FILTRACION: La fracción anterior concentrada 

era aplicada a una columna de Ultragel AcA 34 previamente 

equilibrada en tampón B. Se recogieron fracciones que eran 

analizadas. La actividad fosforilasa kinasa eluía en l a mis-
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ma posición que en la primera gel filtración, (Figura 5) 

mientras que más proteína quedaba excluida por la columna 

y eluía por tanto por delante. El pico de actividad, suma­

mente inestable en este paso, era inmediatamente recogido 

y concentrado de nuevo por ultrafiltración. Al enzima con­

centrado se le añadía glicerol hasta una concentración fi­

nal del 50% lo que aumenta notablemente su estabilidad. 

Este enzima se conservaba a -30QC y fué utilizado para los 

experimentos de caracterización. 

El resumen general de la purificación con los rendimien­

tos de cada paso se especifican en la Tabla l. 

3. PURIFICACION DE LA FOSFORILASA KINASA DE LINFOCITOS 

El proceso de purificación de la fosforilasa kinasa de 

l infocitos que utilizamos, es en algunos aspectos, muy si­

milar al descrito para la kinasa hepática. No obstante, 

existen algunas diferencias interesantes de destacar: 

a. Se han suprimido los primeros pasos de precipitación iso­

eléctrica, centrifugación a alta velocidad y precipita­

ción con polietilenglicol debido a que, en los dos prim~ 

ros , la recuperación de ·actividad fosforilasá kinasa era 

considerablemente inferior en el caso de los linfocitos 

que en extractos hepáticos. La precipitación con polie­

tileng licol fué desechada debido a que es de por sí un 

paso con escaso rendimiento de actividad (ver apartado 

2 .· 3) . En el caso de los extractos de linfocitos donde la 

cantidad de tejido es muy limitada, se hacía aconsejable 

suprimir estos pasos. 

b. Se ha incluido una cromatografía en Agarosa-ATP. Este pa­

so fue también ensayado para la purificación del enzima 

hepático pero mostraba características muy poco repetiti­

vas, por lo que fué desechado. Por el contrario en la 

Fundación Juan March (Madrid)
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purificación de la fosforilasa kinasa de linfocitos se 

encontró utilizable esta cromatografía pese a las difi­

cultades que se detallan a continuación. 

CROMATOGRAFIA EN AGAROSA-ATP: Las fracciones activas reco­

gidas tras la cromatografia .en Sepharosa histona fueron 

diali z adas frente a 4 1 de tampón MES 20 mM pH 6,5, aceta­

to magnésico 2 mM, ditiotreitol 1 mM (tamp?n D) durante 

4-6 horas. El dializado del paso anterior se introducía 

lentamente en una columna con 5 rol de Agarosa-ATP, previa­

mente equilibrada en tampón D. Seguidamente se lavaba la 

columna c on unos SO rol de tampón D y a continuación se 

eluía con u n gradiente salino de O a 0,8 M de ClNa en taJJ1-

pón D, c on un v o l úmen total de 75 ml. 

Las frac ciones activas fueron recogidas y concentradas 

por diálisis fre nte a Sacarosa al 70%. 

Diversos intentos realizados en este paso deeluir la ac­

tividad fos f orilasa kinasa con ATP o eliminando progresiva­

mente el Mg+
2 

del t ampón, r esultaron inconsistentes y de 

poca reproducibi lidad. La eluci ón adoptada con ClNa, aun­

que proporciona un ancho p ico de actividad y resulta nota­

bl emente me nos e specífica , permitía obtener resultados re­

producibles entre distin tas preparaciones a s í como recobrar 

la mayor par t e de l a actividad enzimática. El próceso pre­

parativo se re sume en la tabla 2 con l os rendimien tos y p~ 

rificación obte n ida en cada paso. 

4 . EXAMEN ELECTROFORET I CO DE LAS FOSFORILASAS KINASAS PU­

RI F ICADAS . 

El examen e l ectroforético de la fosforilasa kinasa puri­

fi c ada rea l i z ado según se describe ·en Materiales y Métodos 

con SDS r e veló la presencia de una banda principal de Peso 
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Molecular 90.000 y de otras dos bandas de menor intensi­

dad con Pesos Moleculares de 73.000 y 40.000. Como mar­

cadores de pesos moleculares se emplearon fosforilasa b 

muscular (Mr 97.412), seroalbúmina bovina (Mr 68.000), 

subunidad catalítica de la proteín kinasa dependiente de 

AMP cíclico (Mr 41.000) y peroxidasa (Mr 39.800). 

Por otra parte la electroforesis en SOS del enzima 

purificado de leucocitos mostró tambien tres bandas, pe­

ro de pesos moleculares 98.000, 90.000 y 86.000. Las tres 

bandas mostraban una intensidad similar. Como proteinas 

marcadoras se utilizaron las mismas señaladas en el pá­

rrafo anterior. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida sin SOS del 

enzima hepático reveló la presencia de dos bandas, una de 

mayor intensidad y otra muy ténue. 

De todas estas observaciones electroforéticas puede so­

lo deducirse que tanto en el caso de la fosforilasa kinasa 

purificada de extractos hepáticos, como en la de origen 

leucocitario, no se ha obtenidoe el enzima homogéneo. No 

obstante, puede especularse que la banda de peso molecular 

90.000 podría ser la fosforilasa kinasa ya que es la úni­

ca banda que se repite en las dos purificaciones de los 

distintos tejidos. Esto siempre y cuando se considere que 

el enzima de linfocitos y hepático son idénticos, punto 

que parece apoyar las características de purificación del 

enzima, así como sus propiedades que serán descritas mas 

adelante. 

Si efectivamente la banda de peso molecular 90.000 coin­

cide con la fosforilasa kinasa y teniendo en cuenta la in­

tensidad de la coloración de las distintas bandas, el en­

zima hepático tendría una pureza del 70-80% por un 30-35% 

el de linfocitos. Ambos estarían constituidos por una o 

mas subunidades de peso molecular 90.000. 

Fundación Juan March (Madrid)



27 

5. PESO MOLECULAR DE LA FOSFORILASA KINASA HEPATICA Y LEU­

COCITARIA. 

El peso molecular de las fosforilasas kinasas purifica­

das a partir de hígado de conejo y de linfocitos de cerdo 

fué evaluado por gel filtración en Sephadex G-200. Como 

proteínas marcadoras de pesos moleculares se emplearon: pe­

roxidasa (Mr 40.000), fosfatasa alcalina (Mr 80.000), sero­

albúmina bovina (Mr 68.000), aldolasa (Mr 160.000) y fosfo­

rilasa b (Mr 194.000). 

Tanto la fosforilasa kinasa de linfocitos como la hepá­

tica eluyeron con un mismo volumen de elución al que le co­

rrespondía un peso molecular de 180-200.000. Si el enzima 

estuviera constituido por subunidades de peso molecular 

90.000 según se discutió en el apartado anterior, su estruc 

tura de holoenzima sería la de un dímero. 

6. CARACTERIZACION DE LOS ENZIMAS PURIFICADOS. 

Se estudiaron diversas características cinéticas de los 

enzimas purificados de hígado y leucocitos. Los resultados 

obtenidos fueron en general muy similares con enzima de uno 

u otro tejido por lo que en los apartados siguientes se des 

cribirá solamente la experimentación para uno de los enzi­

mas, entendiendo que los resultados aplican tambien al otro 

si no se especifica lo contrario. 

6.1 pH OPTIMO: El pH óptimo variaba según la concentración 

de Mg+
2 

del ensayo. Cuando la concentración del catión era 

equimolecular con la de ATP (1 mM), se obtenía un amplio 

óptimo de pH entre 7,0 y 8,8. Por el contrario, en ensayos 

con concentraciones de Mg+
2 

superiores a las de ATP, se 
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obtenía un óptimo a pH 5,8 (figura 6). 

6.2 EFECTO DEL MAGNESIO Y DEL FLORURO: En ausencia de FNa 

en la mezcla de reacción, se obtenía un óptimo de Mgt
2 

a 

concentraciones equimoleculares con la de ATP. El exceso 

de iones magnesio inhibian fuertemente la actividad enzi­

mática. El fluoruro a concentraciones cercanas a 50 mM, 

era capaz de eliminar la inhibición ocasionada por el ex-

ceso de magnesio 

superiores a 100 

cia de 10 veces 

(figura 7). Concentraciones de fluoruro 

mM eran inhibitorias, incluso en presen­

exceso de Mgt
2 

sobre la concentración de 

ATP en la mezcla de ensayo. 

6.3 EFECTO DE DIVERSOS AZUCARES: El glucógeno ha sido des­

crito como activador de la fosforilasa kinasa muscular. 

Cuando ensayamos el efecto del glucógeno hepático sobre 

la fosforilasa kinasa del mismo origen, encontramos una 

clara acción inhibitoria del polisacárido sobre la activi­

dad enzimática, que llegaba a ser de cerca de un 50% a 

concentraciones superiores al 1%. La glucosa-1-fosfato y 

glucosa-6-fosfato, que tambien ejercen efectos sobre el en­

zima muscular actuando a nivel del sustrato fosforilasa b, 

no ejercían efecto alguno sobre la fosforilasa kinasa de 

hígado (figura 8). 

6.4 EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATOS FOSFORILASA 

b Y ATP: La Km de la fosforilasa kinasa de hígado y leuco­

c itos para su sustrato fos~orilasa b se detalla en la ta­

b la 3 donde se comparan estos valores con el descrito para 

la kinasa de origen muscular. No se observaron diferencias 

de afinidad utilizando fosforilasa b de músculo o de híga­

do. La Km del enzima para su otro sustrato ATP fue evalua­

da en dos condiciones experimentales distintas (enzima he­

pático): con concentraciones siempre equimoleculares de 

ATP-Mg+ 2 y en presencia de exceso de Mgt
2 

y FNa 50 mM para 

contrarrestrar la inhibición por exceso del catión. Las 
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Km obtenido s s e r eflejan tarnbien en la tabla. El exceso de 

ATP sobre l a c oncentraci ón de Mg t
2 

era e n todos los casos 

inhibitorio . 

Km 

ATP ATP : 

FOSFORILASA KINASA FOSFORILASA b (exc . Mgt2) (Equim.Mgt 2 ) 

MUSCULAR 
a ctiva 20 µM 0,2 4 mM 

ina cti v a 30 0 pM 0,2 4 mM 

HEPATICA 4,6 µM 0,066 mM 0,2 mM 

LINFOCITOS 9 µM 0 , 10 mM 
-

'rJ!..BLA 3 . Constante.s de Mic h aelis de l as fosforilas as kinasas 

purificadas para l o s sustra t os fosforilasa b y ATP . 

Se c omparan los valores obtenidos con los descr i -

tos para el enzima muscular (4). 

' 

6.5 EFECTO DE LOS CATIONES DI VALENTES: Divers o s c a t i ones d i ­

valentes inhibían l a actividad enzimática . El Mnt
2 

y el Znt
2 

mostraban u n efecto significa tivo a concentrac iqnes 1 0 0 ve­

ces inferiores a la Mgt 2 pres ente en l a mezcla de r eac c i ón , 
.1.2 . .1.2 .1.2 

mientra s que sr· , Ba · y ca· precisaban concentraciones 

mucho may ores para mostrar un efecto inhibitorio. Tales efe c 

tos (figura 9) pueden ser reflejo de una competición con el 

!>lg-!- 2 o bien debidos a un efecto directo s obre algún centro 

del enzima que afecte s u activida d c atalítica. En principio 
. .1.2 .1.2 .1.2 

c abe suponer que el sr· ' Ba · y c a · a c t úan po r c ompeti-

ció n con el Mg-!- 2 esencia l para la actividad f osforilasa ki -
.1.2 .1.2 

nasa, mientras que el efe cto del Mn . y zn· que se revela 
.1.2 

a concentraciones muy inferiores a l a de Mg " presente en 

la mezcla de reacció n, podría s e r debi do a la a c tuación de 
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FIGURA 9. EFECTO DE LOS CATIONES DIVALENTES. Se re;?resenta el 

efecto de concentraciones crecientes de los cationes sobre la 

actividad del enzima hepático. Ensayo con MgH lr:li~ (arriba) y 

10 mM (abajo). 
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estos cationes por algún otro mecanismo, tal vez despla­

zando al Ca+
2 

de su lugar de acción en el enzima (ver apa~ 

tado siguiente) . 

6.6 DEPENDENCIA DE CALCIO: La fosforilasa kinasa muscular 

es un enzima totalmente dependiente de iones calcio para 

su actividad. La fosforilasa kinasa hepática parece ser 

solo parcialmente dependiente de calcio (10) aunque se han 

descrito formas que parecen totalmente independientes de 

este catión (29). Cuando ensayamos el efecto del EGTA, qu~ 

lante relativamente específico de calcio, sobre la activi­

dad de los enzimas purificados de linfocitos e hígado, se 

observó una clara inhibición que en ningún caso llegaba a 

ser total. La inhibición máxima obtenida en estas condicio 

nes era de un 75-80% de la actividad enzimática (figura 10). 

La inhibición era revertida mediante la adición de iones 

Ca+ 2 . 

6.7 EFECTO DE LA PROTEIN KINASA DEPENDIENTE DE AMP CICLICO: 

Cuando se ensayó el efecto de la subunidad catalítica de 

la proteín kinasa dependiente de AMP cíclico sobre las fos­

fori lasas kinasas purificadas de hígado o leucocitos, no 

se observó modificación alguna de la actividad por este tr~ 

tamiento. Ocasionalmente se obtuvieron activaciones de un 

10% tras incubación del enzima con la proteín kinasa. En 

las mismas condiciones, la fosforilasa kinasa muscular se 

activa 20 a 40 veces. 

7. IDENTIFICACION Y PURIFICACION DE UN INHIBIDOR DE LA FOS­

FORILASA KINASA HEPATICA. 

El primer paso en la purificación de la fosforilasa kina­

sa hepática (ver apartado 2.1) consiste en la precipitación 

a pH 5,2 del extracto hepático. Se había observado repetida­

mente en este paso una recuperación de actividad enzimática 
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en el sedimento superior al 100%, lo que indicaba la po­

sible presencia de algún inhibidor en el sobrenadante de­

sechado. Este extremo fue comprobado al observar que el 

sobrenadante inhibía la actividad fosforilasa kinasa del 

sedimento y, lo que era aún mas interesante, que la pro­

teín kinasa dependiente de AMP cíclico adicionada al sis­

tema era capaz de revertir la inhibición (figura 11). La 

inhibición ocasionada por el sobrenadante desaparecía tras 

tratamiento de 2 minutos a 95QC, lo que hacía pensar en 

una posible naturaleza proteica del inhibidor. 

7.1 PURIFICACION PARCIAL DEL INHIBIDOR: Siguiendo su ac­

tividad inhibidora sobre la fosforilasa kinasa hepática pu­

rificada se ha conseguido aislar parcialmente la actividad 

inhibidora mediante el siguiente proceso: 

a. El sobrenadante de la precipitación isoeléctrica, donde 

se identificó el inhibidor, se llevaba al 30% de satu­

ración de sulfato amónico. El precipitado que aparecía 

se . separaba por centrifugación y se añadía mas sulfato 

amónico al sobrenadante, que contenía la actividad inhi­

bidora, hasta el 50% de saturación. Trás centrifugar 

nuevamente, se resuspendía el sedimento en 1/10 del vo­

lumen original con tampón B. El sedimento resuspendido 

contenía una fuerte actividad inhibidora. 

b. El precipitado anterior resuspendido se centrifugaba a 

90.000 g durante 2 horas, recogiéndose el sobrenadante. 

c. El sobrenadante de la centrifugación se aplicaba lenta­

mente a una columna empacada con un volumen equivalente 

de DEAE-celulosa, previamente equilibrada en el mismo 

tampón B. El inhibidor quedaba retenido por el gel. 

Tras lavar con 5 volúmenes de tampón B, se eluía la co­

lumna con un gradiente salino de O a . O. 5 M de ClNa en 

tampón B. Se obtenía así un perfil de inhibición que 

mostraba un pico de actividad inhibidora (figura 12). 

Se recogía el pico que fué seguidamente dializado fren­

te a 5 1 de tampón B. 
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FIGURA 11. INHIBICION DE LA FOSFORILASA KINASA HEPATICA POR EL SOBRENADANTE DE 
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d. El dializado se introducía a continuación en una co­

lumna empacada con Sepharosa-histona previamente equi­

li b rada en el mismo tampón B. Tras lavar con 5 volú­

me nes de tampón B se eluía la columna con un gradien­

te O a 0,9 M ClNa en tampón B. El volumen total del 

gradiente era de 10 veces el de la columna. La activi­

dad inhibidora sobre la fosforilasa kinasa hepática 

aparecía en un único pico que se recogía y concentra­

ba unas 10 veces utilizando ultrafiltración al vacío. 

(figura 13). 

e. El concentrado anterior se aplicaba a una columna de 

Sephadex G-200 previamente equilibrada en tampón B. 

La actividad inhibidora eluía de la columna en un úni­

co pico retardado que era recolectado y de nuevo con­

centrado por ultrafiltración al vacío. El inhibidor 

concentrado se mantenía estable durante varias sema­

nas a -30QC. 

8. CARACTERIZACION DEL INHIBIDOR DE LA FOSFORILASA KINASA 

HEPATICA. 

El factor inhibidor parcialmente purificado según se 

detalla en el apartado anterior fué estudiado con el fín 

de averiguar las características de la inhibición ocasio­

nada. 

8.1 ACCION INHIBITORIA FRENTE AL TIEMPO DE ACTUACION: El 

descenso en la actividad fosforilasa kinasa, expresado 

como porcentaje de inhibición, aumentaba con el tiempo 

de exposición del enzima a la fracción inhibitoria (fi­

gura 14). 

8.2 EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE FOSFATASAS: El ión fluo­

ruro y el fosfato inorgánico era capaces de revertir la 

in hibición ocasionada por el factor inhibitorio (Tabla 4) 
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FIGURA 14. ACCION INHIBITORIA FRENTE AL TIEMPO DE ACTUACION. Se representa 

el po rcentaje de inhibición de la fosforilasa kinasa hepática por una canti­

dau constante de inhibidor en función del tiempo de incubación. 
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Sin adiciones 

t FNa SO mM 

t ClNa SO mM 

t Pi 20 mM 

t Pi so mM 

t PPi 0,01 mM 

t PPi o,s mM 

41 

% inhibición 

80 

40 

70 

40 

s 
3S 

4 

TABLA 4: EFECTO DE DIVERSAS SALES SOBRE LA ACTIVIDAD INHIBI­

DORA PURIFICADA. Se expresa el porcentaje de inhibición mos­

trado por una cantidad constante de inhibidor sobre la fosfo­

rilasa kinasa hepática en presencia de diversas sales de las 

que se expresa su concentración final en la mezcla de ensayo. 
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Tanto el f luoruro corno el fosfato inorgánico son conoci­

dos inhibidores de fosfatasas. 

8.3 EFECTO DE LA PROTEIN KINASA DEPENDIENTE DE AMP CI­

CLICO: La subunidad catalítica de la proteín kinasa de­

pendiente de AMP cíclico (concentración final 6,5 µg/rnl) 

era capaz de revertir la inhibición originada por el fac 

tor purificado. Esta reversión de la inhibición se pro­

ducía tanto si se adicionaba la proteín kinasa a la mez­

cla de ensayo desde el comienzo de la preincubación co­

mo si se adicionaba tras un periodo en el que la activi­

dad fosforilasa kinasa estaba ya casi inhibida (figura 

15). 

8.4 EFECTO DEL FACTOR INHIBITORIO SOBRE LA FOSFORILASA 

KINASA MUSCULAR: El efecto inhibitorio del factor puri­

ficado fué ensayado tambien sobre una fosforilasa kina­

sa de origen muscular, homogénea, y previamente activa­

da por tratamiento con proteín kinasa según ha sido des­

crito (39). Se pudo comprobar que el inhibidor de la fos­

fqrilasa kinasa hepática, era tarnbien capaz de inhibir 

a la fosforilasa kinasa muscular con características 

similares a las descritas en los apartados anteriores. 

Cuando se examinó electroforéticamente la fosforilasa 

kinasa muscular, se observó que su inactivación en pre­

sencia del factor purificado transcurría de forma para­

lela a una defosforilación de las subunidades ~ y {j , 
que originalmente contenían cada una un mol de fosfato-

32 por mol de subunidad. 
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FIGURA 15 . REVERSIBILIDAD DE LA INHIBICION EN PRESENCIA DE PROTEIN KINASA 

DEPENDIENTE DE AMP CICLICO . La actividad fosfor i lasa kinasa fué dete rminada 

sin adiciones (~),en presencia de inhibidor parcialmente purificado (O e 

y en presencia de proteín k inasa desde el min O (~) o el min 20 ~-.ej . 
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DISCUSION 

Existe en estos momentos una notable discrepancia 

de opiniones acerca de las posibilidades de regulación 

covalente, esto es: por fosforilaci6n-defosforilaci6n, 

de la fosforilasa kinasa hep&tica. Mientras que la ma­

yoría de autores coinciden en la existencia de una re­

gulación por iones calcio de la actividad de este en­

zima, algunos de ellos son capaces de observar modific~ 

ciones adicionales de actividad por estimulaci6n de la 

proteín kinasa dependiente de AMP cíclico (12,13,27,28) 

cuando otros no encuentran activación ni fosforilación 

alguna de la fosforilasa kinasa hepática por al proteín 

kinasa (29,30,31). Un fenómeno adicional que viene a 

complicar este asunto es la disparidad en pesos molecula 

res obtenidos por distintos investigadores para este en­

zima, lo que hace pensar en la existencia de varias for­

mas moleculares o bien en un activo efecto proteásico 

capaz de reducir el tamaño de la molécula desde estadías 

muy tempranos de purificación. Para explicar las diver­

gencias entre resultados se han apuntado tres teorías 

independientes: 

l. "En el transcurso de la purificación, y desde los pri­

meros pasos, se pierde algún factor esencial para la ac­

tivación del enzima por la proteín kinasa" (29). Esta hi­

pótesis no explicaría, no obstante, el escaso efecto del 

AMP cíclico o de la proteín kian·sa observado en extractos 

crudos donde difícilmente se habría perdido ya ese "fac­

tor esencial". En nuestros experimentos con extractos 

hepáticos presentados €n este trabajo tampoco hemos obser 

vado activaciones del enzima superiores a un 50% en estas 

condiciones, incluso adicionando un gran exceso de sub­

unidad catalítica de la proteín kinasa. Estas activacio-
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nes parecen muy pequeñas para que la Naturaleza se haya 

molestado en introducir un sistema de fosforilación-de­

fosforilación de la molécula enzimática. Por otra parte, 

las activaciones que encontrarnos de la fosforilasa kina 

sa de leucocitos por proteín kinasa eran aún menores y 

rara vez sobrepasaban un 20%. 

2."La reducción del tamaño de la fosforilasa kinasa he­

pática por proteolisis, aunque permite al enzima mante­

ner su actividad, le hace perder la capacidad de regula­

ción por fosforilación" (29,30). Aunque parece ser que 

efectivamente, la capacidad de activación por proteín 

kinasa parece desaparecer fundamentalmente cuanto menor 

es el peso molecular del enzima obtenido (29), se ha des 

crito al menos un caso (30) en que una fosforilasa kina­

sa de peso molecular semejante al del enzima muscular, 

no es activable por la proteín kinasa. En nuestro traba­

jo hemos obtenido fosforilasa kinasas purificadas a par­

tir de hígado con un peso molecular de 200.000, que co­

rrespondería a los enzimas "pequeños". En ambos casos 

no hemos encontrado efecto destacable de la proteín ki­

nasa sobre los enzimas purificados. 

3."Las formas ~urificadas que no se activan por la pro­

teín kinasa serían precisamente la forma activa del enzi­

ma" (27). Parte de nuestra experimentación se ha dedicado 

a esta tercera posibilidad. Suponiendo que el enzima se 

encontrase ya en su forma activa tras la homogenización 

del tejido, en contraste con la situación del músculo, 

pero en concordancia con estudios realizados por otros 

autores (13), sería posible estimular su defosforilación 

(inactivación) mediante técnicas que permiten la actua­

ción de fosfatasas. No obstante, cuando realizamos estos 

ensayos nos fué imposible poner de manifiesto, en ex­

tractos crudos, modificación alguna de la actividad en­

zimática . Estos experimentos tampoco excluyen la ve-
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rosimilitud de esta hipótesis, ya que la fosfatasa apr~ 

piada que debe inactivar al enzima puede estar fuerte­

mente inhibida por algún mecanismo todavía no compren­

dido. Siguiendo esta misma línea de investigación en­

contramos que era posible poner de manifiesto la inac­

ti vación deseada del enzima cuando el extracto hepático 

había sido fraccionado por precipitación isoeléctrica 

y se mezclaba el precipitado resuspendido (fosforilasa 

kinasa) con una cantidad superior a la equivalente de 

sobrenadante. Esta inactivación o inhibición del enzima 

era además revertida por la proteín kinasa. El factor 

causante de esta inhibición ha sido notablemente puri­

ficado y se han estudiado las características de su 

acción: su efecto era progresivo con el tiempo, era in­

hibido por inhibidores de fosfatasas como el fluoruro 

y fosfatos y producía una inactivación de la fosforila­

sa kinasa hepática purificada que llegaba a ser practi­

camente total, pero que podía ser revertido en cualquier 

momento por la adición de proteín kinasa. Todo ello 

nos llevó inmediatamente a pensar en una fosforilasa ki­

nasa fosfatasa. Para despejar esta posibilidad se estu­

dió el efecto del factor inhibitorio sobre la fosforila­

sa kinasa muscular comprobándose que la inactivación ori 

ginada era provocada mediante la defosforilación del en­

zima, acción que corresponde al enzima fosforilasa kina­

sa fosfatasa que ha sido ya identificado en tejido mus­

cular. 

De toda la experimentación discutida en los párrafos 

anteriores se podría deducir que la fosforilasa kinasa 

hepática (o de linfocitos) se encuentra en su forma ac­

tiva-fosforilasa en el momento de preparar los extractos 

y así se mantiene en el transcurso de la purificación. 

En los primeros pasos de tal purificación se separa el 

enzima capaz de inactivarla, acción que no parece ser 
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capaz de realizar en los extractos crudos por razones desconoci­

das. El enzima inactivador (fosforilasa kinasa fosfatasa), una 

vez purificado parcialmente, es capaz de inactivar reversibleme~ 

te a la fosforilasa kinasa hepática tambien purificada, pasándo­

la a su forma inactiva-defosforilada. Una vez inactivado por es­

te mecanismo, es posible ver un claro efecto de la protein ki­

nasa que reactiva de nuevo la fosforilasa kinasa mediante reac­

ción de fosforilación. La evidencia mostrada en este trabajo 

apoyarla por tanto la tercera de las hipótesis mencionadas an­

teriormente. 

Otro aspecto de nuestro trabajo se ha relacionado con la pu­

rificación de las fosforilasas kinasas de hígado y músculo. En 

ambos casos se ha conseguido un notable grado de purificación 

aunque no se ha obtenido en ninguno de los casos un enzima homo­

géneo hasta el momento, según ha evidenciado la electroforesis 

en gel de poliacrilamida de los enzimas purificados. Cabe, no 

obstante, destacar que en el caso del enzima hepático la elec­

troforesis en poliacrilamida sin SOS mostraba únicamente dos 

bandas de proteína sin que se haya podido identificar cual de 

ellas correspondía al enzima purificado. El pequeño número de 

proteínas contaminantes nos permite especular con la posibili­

dad de que la banda principal obtenida en las electroforesis con 

SOS, que se correspondia con un peso molecular de 90.000 sea la 

fosforilasa kinasa, apoyándose en el hecho de que una banda de 

igual peso molecular aparece tambien en el examen electroforé­

tico de la fracción purificada a partir de linfocitos. Como el 

peso molecular aparente del holoenzima, determinado por gel fil­

tración, es de 180.000-200.000, su subestructura molecular seria 

la de un dimero con dos subunidades idénticas de peso molecular 

90.000. Estas especulaciones deberán ser confirmadas cuando se 

consiga purificar el enzima a homogenidad, objetivo en el que 

continúan nuestros esfuerzos. 

Diversas caracteristicas cinéticas de los enzimas purificados 

a partir de higado y de linfocitos nos mos traron tambien una gran 

similitud entre ambos. Cabe destacar el importante efecto inh ibi­

torio del ión magnesio cuando se encuentra en la mezcla de reac-
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c ión a concentraciones superiores a la del ATP, aspecto en el 

que la fosforilasa kinasa hepática y linfocitaria se diferencian 

notablemente del enzima muscular que no es afectado por el ex­

ceso de catión. El efecto inhibitorio del Mgt
2 

podría asimismo 

explicar las diferencias en los perfiles de pH obtenidos cuan­

do la concentración de Mgt
2 

era equimolecular con la de ATP y 

cuando e l catión se encontraba en exceso respecto al nucleótido, 

si consideramos q ue posiblemente a pH bajos, el Mgt
2 

deja de 

inhibir al enz ima obteniéndose un máximo de actividad que podría 

refl e j ar mas la deshinibición por Mgt
2 

libre que el propio efec-
• to de la concentración de Hº sobre la actividad enzimática. 
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