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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

EFECTO DE LA PUROMICINA SOBRE LA SINTESIS

DE GLUCOSA-6-FOSFATASA INDUCIDA EN MICROSOMAS
HEPATICOS DEL RATON POR LAS HORMONAS TIROIDEAS
L 3,3,5-TRIIODOTIRONINA Y L TIROXINA

CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE ESA ENZIHA
ORIGINADOS POR EL PROPILTIOURACILO

Y LA SOMATOTROPINA

RoBERTO LLAMAS #

Se ha estudiade el efecto de la puromicina, un blogueador de
la biosintesis de proteinas, sobre las elevaciones de actividad
de la glucosa-G-fosfatasa en microsomas hepdticos del ratdn
originadas por las hornonas tiroideas L triiodotivonina y L ti-
roxina. El antibidtico suprime en forma casi completa el an-
mento de esa actividad, por lo cnal se concluye que évta es
debido a la formacidn de nuevas moléculas enzimdticas, o sea
sintesis de novo de la enzima, en forma semejante a lo gue
acontece en el caso de la diabetes mellitus experimental y por
efecto del cortisol.

Ademds, el aumento paralelo de lar actividades glucosa-6-
fosfatasa y pirofosfatasa inorgdnica producido por las hormenas
tiroideds, y la inhibicion de esta respuesta en antbay actividades
por accidn de la puromicina, es olra prieba mds de gune tanio
la funcidn glucofosfatisica como la pirofosfatdsica son catali-
zadas por la misma enzinia.

A diferencia de lo observado en la tivoidectomia o en la
insuficiencia tiroidea producida por el iode radiactivo, la ad-
ministracion de propiltionracilo durante 25 dias, mezclado al
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alimento, no produjo modificaciones en ambas actividades
enzimdticas, probablemente porgue el hipotivoidismo provocado
por el fdrmaca es de menor grado si ve le compara con el gue
aparece como consecwencia de la supresion gquirdrgica de la

tiroides o por el originado por las radiaciones.

La somatotropina, olra bormona que interviene en el meta-
bolismo de los hidratos de carbono, cono antagonista fisiold-
gico de la insulina en algunos de sus pardmetros, provocd, a 1u
vez, aumento de la actividad de la glicosa-6-fosfatasa y de la

pirafoifatasa inorginica en forma moderada.

La glucosa-6-fosfatasa o D glucosa-6-
fosfato hidrolasa (EC 3.1.3.9) es una
enzima de procedencia microsomal exis-
tente en el higado, rifién y otros tejidos.
Segan Williams y Thorp ' se la encuentra
en seis fracciones mitocondriales, desde
pesadas a ligeras; la actividad enzimética
va aumentande a medida que la fraccién
es mis ligera. Su peso molecular, tanto de
la existente en el higado humano como
en el de la rata, es de 63 000. Entre am-
bas no hay diferencias estructurales ni de
compottamiento bioldgico.?

Es una enzima de actividad multifun-
cional porque cataliza reacciones hidroli-
ticas y de transferencia. Se ha sefialado
que no solamente ejerce accién sobre la
glucosa-6-fosfato con liberacion de gluco-
sa y ortofesfato inorginico, sino que ade-
miés, a partir del pirofosfato inorginico
y de la glucosa, forma glucosa-G-fosfato,
mediante una reaccién de transferencia
que actlia en sentido opuesto a la primera,
es decir, se comporta como fosfotransfe-
rasa pircfosfato glucosa. Ademids, esta
misma enzima posee otra modalidad fun-
cional aparte de las dos mencionadas, y es
la de intervenir cemo pirofosfatasa inor-
ganica, formando ortofosfato inorginico
a partir del pirofosfato inorginico.™ %"

Estas modalidades funcionales de la en-
zima pueden ser esquematizadas en la
forma siguiente:
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1. Glucosa-6-fosfato +H-OH — Glucosa+Fi
Glucosa-6-fosfatasa
2. PFi+ glucosa Glucosa-6-fosfato + Fi

Fosfotransferasa pirofosfato glucosa
PFi+ H-OH — 2Fi

Pirofosfataia inorgdiica

w

Su actividad mds manifiesta es la de
descomponer al éster fosférico de la glu-
cosa en glucosa y fosfato inorganico.

En diversas condiciones fisiol6gicas o
patolégicas su actividad aumenta o dismi-
nuye sensiblemente. Las hormonas que in-
tervienen en la glucogénesis y en la glu-
coneogénesis modifican su actividad en
forma muy notable.

Su actividad se eleva en el ayuno. En el
higado de la rata diabética acontece otro
tanto, con cambios en la constante de Mi-
chaelis. El comportamiento de la enzima
se normaliza cuando el animal recibe insu-
lina® La actividad gluco-6-fosfatdsica es
fisiolégicamente opuesta a la ejercida por
la glucoquinasa, que favorece, por lo con-
trario, la formacién de glucesa-6-fosfato.
En el animal diabético desciende la acti-
vidad glucoquindsica del higado y otro
tanto acontece durante el ayuno.”

En la diabetes aloxdnica de la rata el
aumento de actividad de la glucosa-6-fos-
fatasa tiene aspectos bifisicos: el primer
aumento se hace aparente a las cinco ho-
ras de haberse aplicado la aloxana por via
intraperitoneal y se atribuye a efectos di-
rectos sobre Jas membranas microsomales
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y 0o a sintesis de zovo de la enzima. El
segundo aumento es relativamente tardio,
a las 36 horas de haber sido aplicado el
agente diabetbgeno, y depende de la for-
macién de nuevas moléculas enzimiticas.
Tanto la actinomicina D como la puro-
micina impiden la aparicién de este se-
gundo aumento y se muestran inefectivas
sobre el primero.** Cuando el animal dia-
bético recibe insulina las elevaciones de
actividad enzimética se atentian o desapa-
recen.’t % 1 Ta etionina, otro agente
inhibidor de la biosintesis de proteinas,
impide el aumento de actividad de la
alucosa-G-fosfatasa. producido por la ad-
ministracién de sucrosa.*

Por lo que se refiere al efecto de las
hormonas tiroideas sobre la actividad de
esta enzima, se acepta generalmente que
act@an estimulindola.' 1% 7 15 Las dis-
crepancias que han llegado a sefialarse se
deben sin duda, en forma principal, a las
concentraciones de hormonas tiroideas uti-
lizadas en los estudios experimentales, asi
como a la via por la cual son aplicadas. Es
bien sabido que los efectos antagdnicos o
bifdsicos de estas hormonas son muy ma-
nifiestos: a concentraciones fisioldgicas
son de naturaleza anabélica y a concentra-
ciones toxicas de tipo catabolico.™

En la rata tiroidectomizada, por lo con-
trario, desciende la actividad de la gluco-
sa-G-fosfatasa y aumenta la de la gluco-
quinasa.®” En ratas con hipotiroidismo
preducido por radiotiroidectomia, es de-
cit, por la administracidn de iodo 131, se
observan resultados semejantes.*

En la rata hipofisectomizada disminuye
sensiblemente la actividad gluco-6-fosfa-
tasica y se normaliza cuando el animal es
tratado con tiroxina o con cortisol.** La
cortisona eleva la actividad de esta enzima
en el tejido hepitico por sintesis de novo,

lo que se demuestra por el efecto inhibi-
dor que sobre tal aumento de actividad
ejerce la actinomicina D.**

En el presente trabajo se ha estudiado
el efecto de la puromicina sobre el au-
mento de actividad de la glucosa-G-fosfa-
tasa inducido por concentraciones téxicas
de hormonas tiroideas, con la finalidad de
demostrar si tal aumento es debido a sin-
tesis de nove de la enzima, como ha sido
sefialado en el caso de las elevaciones de
actividad producidas por la diabetes melli-
tus ¢ por la cortisona. Ademis, si las
medificaciones de actividad se¢ manifiestan
en forma paralela en lo que se refiere a
las modalidades glucofosfatdsicas y piro-
fosfatisica, el hecho podria considerarse
como una prueba més acerca de la activi-
dad plurifuncional de la enzima.

Se investig, ademas, la accién que so-
bre esas actividades enzimiticas pudiera
ejercer un agente antitiroideo, en este caso
el propiltiouracilo.

La somatotropina, independientemente
de sus caracteristicas funciones anabdlicas,
desempeiia importante papel en el mefa-
bolismo de la glucosa al favorecer la apa-
ricién de hiperglucemia por mecanismos
diversos como son la estimulacién que
ejerce sobre la salida de glucosa hepdtica
y la accién antagbnica a la insulina que se
manifiesta en diversos parémetros. Por
tales motivos se ha estudiado la accién
de la somatotropina sobre las actividades
enzimiticas que nos ocupan.

Material y métodos

Se utilizaron ratones blancos machos, con
peso de 20 a 30 g. procedentes de la gran-
ja del Instituto de Biologia (UN.A.M.).
Fueron alimentados con putina y agua
natural ad [bitnm. Los animales en que
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se estudid el efecto del propiltiouracilo
recibieron esta droga durante 25 dias mez-
clada a la purina en polvo, en propotcién
de un miligramo por gramo del alimento.

Se les dividi6 en los siguientes grupos:

lo. Animales testigo. Se les inyectd
agua destilada o solucién de propilenglicol
pot via intraperitoneal durante el mismo
nimero de dia y en la misma cantidad,
que la que recibieron los ratones a quie-
nes se aplicaron hormonas tiroideas, hor-
menas tiroideas y puromicina y somato-
tropina, respectivamente,

20. Ratones que recibieron por via
intraperitoneal 300 microgramos de T3 o
de T4 (Sigma Chem, Co.) disueltos en
0.1 ml. de propilenglicol al 2 por ciento
en solucién de cloruro de sodio al 0.9
por ciento ligeramente alcalinizado con
NaOH.

El primer subgrupo recibié una aplica-
cién; el segundo tres y el tercero seis, una
cada 24 horas. Se estudiaron 24 horas des-
pués de la tinica o la dltima inyeccién.

30. Ratones que recibieron, conjunta-
mente con seis aplicaciones de T3 o de
T4, dos miligramos de diclorhidrato de
puromicina (Sigma Chem. Co.) disueltos
en 0.1 ml. de agua destilada en aplicacién
intraperitoneal. Como en el grupo ante-
rior, la administracién de T3, T4 y puro-
micina se hizo cada 24 horas y los anima-
les fueron estudiados 24 horas después de
que recibieron Ja wltima aplicacién con-
junta de hormona y antibiético.

4o. Ratones que fueron alimentados
durante 25 dias con purina en polvo a la
que se mezcl6 uniformemente el 6-propil-
2-tiouracilo (Sigma Chem. Co.) en pro-
porcién de un miligramo por gramo de
alimento,

50. Ratones que recibieron, por via
intraperitoneal, 300 microgramos de so-
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matotropina de hipéfisis porcinas (Sigma
Chem. Co.) durante diez dias consecuti-
vos. La hormona se disolvié en 0.1 ml. de
agua destilada y los animales se estudia-
tron 24 horas después de Ia Gltima apli-
cacion,

La separacién de la fraccién microso-
mal de los homogeneizados de tejido
hepdtico se hizo por el procedimiento se-
fialado por Ernster y col.?® La determina-
ci6n de la actividad gluco-G-fosfatdsica
por el de Swanson ** habiéndose utilizado
como sustrato la sal de bario de la gluco-
sa-6-fosfato (Nutritional Biochem. Co.).
La actividad pirofosfatdsica se determind
por el método general descrito por Hep-
pel.*® En ambos casos se determiné el
fésforo por el procedimiento de Fiske y
SubbaRow.1 Las proteinas microsomales
se evaluaron por el método del biuret.2

A igualdad de pH (6.5) la actividad
pirofosfatdsica es ligeramente superior a
la glucofosfatisica. Se produce aumento
de ambas actividades enzimditicas des-
pués de la aplicacién de hormonas tiroi-

Cuadro 1 Micromolas de fosfato inorgénico li-
berado por miligramo de proteinas microsomales
durante 50 minutos de incubacién a 37°C.

Glucosa-6-  Pirofosfatasa

fosfatasa inorginica
Animales testigos™ 3.40 £ 045 4.10 = 047
T3. Una aplicacion® 3.30 £ 040 4.20 = 0,44
T4. Una aplicacion®  3.42 % 0.45 4.05 2= 040
T3. Tres aplicaciones” 3,50 = 0.46 4.30 % 0.48
T4, Tres aplicaciones® 3.60 &= 0.43 4.20 £ 0.49
T3. Seis aplicaciones® 5,72 = 0.38 6.40 = 0.42
T4. Seis aplicaciones® 5.25 £ 0.48 6.10 == 0.50
Propiltiouracilo™ 3.30 & 0.35 390 % 0.32
Somatotropina diez
aplicaciones® 4.85 £ 0.52 5.25 £ 048

(P < 0.04)
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deas durante seis dias consecutivos. La
elevacion llega al 68 por ciento en el caso
de la glucosa-6-fosfato y al 56 por ciento
en la pirofosfatasa inorgdnica. El propil-
tiouracilo, en las condiciones seguidas en
este trabajo, no provocd cambios en las
actividades enzimdticas como se ha encon-
trado que acontece en el hipotiroidismo
por tiroidectomia o por la administracién
de iodo radiactivo. Es probable que las
manifestaciones de hipotiroidismo produ-
cidas por esta sustancia, a las dosis y por
el tiempo en que fue administrada, sean
de menor magnitud en comparacidn con
las que aparecen a consecuencia de los
procedimientos antetiores.

La somatotropina hizo aumentar las ac-
tividades enzimaticas en forma moderada:
cuarenta por ciento la glucosa-G-fosfatdsi-
ca y 30 por ciento la pirofosfatisica inor-
ghnica.

Discusién
Las modificaciones en la actividad de

algunas enzimas, sobre todo su aumento
por estimulacién en la sintesis de novo

Cuadro 2 FEfectos de la aplicacidn conjunta de
hormonas tiroideas, T3 y T4 y diclorhidrato de pu-
romicina. Micromolas de fosfato inorgdnico libera-
do por miligramo de proteinas microsomales du-
rante 30 minutos de incubacién a 37°C.

Glucosa-6-  Pirofosfatasa
fosfatasa inorginica
Animales testigos ** 3,40 = 0.45 410 &= 047

[+

T3. Seis aplicaciones® 5.72 = 0.38 6.40 £ 0.42
T4, Seis aplicaciones® 5.25 & 0.48 6.10 = 0.50

T3. Seis aplicaciones

mis puromicina 3.94 =035 440 * 040
T4. Seis aplicaciones
mds puromicina 3.80 £ 052 4.25 + 0.38

(P < 0.05)

debida a la accién de diversas hormonas
con caracteristicas anabdlicas o catabélicas,
frecuentemente muestran aspectos para-
déjicos. Uno de ellos es Ia elevacion de la
actividad de la glucosa-G-fosfatasa origi-
nada por la falta de insulina, una hormo-
na anabdlica, Este aumento de actividad
se debe a la sintesis de nuevas moléculas
enzimaticas. Otro de ellos es la respuesta
semejante que se obtiene mediante el
empleo de hormonas tiroideas a concen-
traciones toxicas, es decir, de accién ca-
tabélica, Esta respuesta a las hormonas
tiroideas obedece, como en el caso de la
insulina, a sintesis de novo de la enzima,
debido a que es impedida por la adminis-
tracién simultinea de puromicina, En el
hipotiroidismo producido por tiroidecto-
mia o por ¢l iodo radiactivo, por lo con-
trario, desciende la actividad de esa enzi-
ma, hecho que si parece estar de acuerdo
con la condicién anormal del animal sin
tiroides, debido a que la falta de hormo-
nas tiroideas conduce a cambios metaboli-
cos de predominio catabélico, Es muy
probable que sea necesario lograr un es-
tado de hipotiroidismo completo para lo-
grar ese cambio en la actividad enzimitica,
debido a que en el hipotiroidismo produ-
cido por la administracién de propiltioura-
cilo no pudo ser demostrado. Finalmente,
la somatotropina, hormona eminentemente
anabblica, pero que independientemente
de esta caracteristica fisioldgica, se com-
porta como antagonista de la insulina en
diversos pardmetros, estimula, a su vez, la
actividad de la enzima.

Los aumentos y los abatimientos de
actividad de la glucosa-6-fosfatasa en las
condiciones experimentales aqui seguidas,
se corresponden con aumentos y abati-
mientos semejantes y de magnitud igual
de la actividad pirofosfatdsica inorginica,
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lo que es de aceptarse que este com-

portamiento es otra prueba para afirmar

que

ambas actividades son catalizadas por

la misma enzima.
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