Bioquimica hepatica

(1) EI metabolismo del glucégeno.
Glucogenolisis

Prof. J.V. Castell

El hepatocito muestra abundantes

granulos de glucogeno
0, -




Ultraestructura de los grdnulos de glucégeno
«~— 35m — ‘

Rosetas de glucégeno

Particula B

Estructura de cadenas
ramificadas

I l Lado catalitico

Capa exterior de enzimas
implicados en el
metabolismo del

glucégeno ado regulador

Glucogeno
fosforilasa

El glucégeno...

> Estad presente en la mayoria de las células animales

» Abunda en el higado (10% peso) y en misculo esquelético (fibra
muscular blanca, 3% peso)

> Es un polimero de la glucosa y, por tanto, una forma de
almacenamiento de glucosa dentro de la célula que le sirve de
reservorio energético

> Es de elevado peso molecular, y sin embargo es soluble en agua
> Una funcién similar la desempefia el almidon en el mundo vegetal

Glucdgeno en hepatocitos,
visualizado por la tincion de PAS




El glucégeno es una macromolécula de estructura muy ramificada. Las
ramificaciones son mds frecuentes en la zona central que en la periférica. La
molécula de glucégeno tiene un peso molecular > 10.000.000. En su nicleo
central existe una proteina, la glicogenina. Puede formalmente hablarse de que
se trata de una glicoproteina extraordinariamente glicosilada.
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Dos tipos de enlace en la estructura del Glucégeno

El glucdgeno es un polimero formado por unidades de glucosa
unidas por dos tipos de enlaces:

* a(1->4) glicosidicos (mayoritariamente)
+ a(1->6) glicosidicos (en las ramificaciones)




La degradacidn del glucégeno ocurre desde los extremos 4-OH de las cadenas.
El enzima clave es la glucdgeno fosforilasa

Extremo 4-OH (reductor)

CH,OH
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glucosa-1-fosfato

El enzima glucdgeno fosforilasa cataliza la fosfordlisis de
los enlaces a(1->4) glicosidicos, liberando glucosa-1-
fosfato:

glucdgeno,+ P; > glucégeno .y + glucosa-1-
fosfato

Fosfordlisis: R-O-R" + HO-PO,> - R-OH + R'-0-PO,>




La fosfordlisis esta catalizada por la glucégeno fosforilasa
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a-D-6lucosa 1-fosfato

El piridoxal fosfato, un derivado de la
vitamina By, actla de grupo prostético de la
glucégeno fosforilasa
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¢Cdémo actua la glucégeno fosforilasa?
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¢Cémo actla el enzima desramificante? (I)

-0-0-0-o Ny

a-1,4/a-1,4 trans-glicosidasa l

@
seeco00000-




¢Cémo actua el enzima desramificante? (II)
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al-6 glicosidasa
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Glucégeno

fosforilasa . Glucosa 1-P

El enzima desramificante tiene dos centros cataliticos
independientes, resultante del plegamiento de una Unica cadena

polipeptidica:

¢ Laactividad transferasa permite hidrolizar un trisacarido de
glucosa, y transferirlo al extremo de otra cadena.Queda una
glucosa unida por un enlace a.(1->4).

¢ Laactividad a(1->6) glucosidasa hidroliza el enlace
o(1->6) y libera glucosa. Es la Gnica ocasion en la que se
libera glucosa del glucégeno.




La accidn coordinada de los tres enzimas...
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Una vision global de la degradacion del glucégeno

Glicogenina

El producto resultante l Fosforilasa
del catabolismo del

glucégeno es:
glucosa-1-fosfato M
y una pequeiia cantidad
de glucosa l Transferasa
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La glucosa-1-fosfato no puede utilizarse directamente en el
metabolismo energético celular
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a-D-6Glucosa 1-fosfato a-D-6Glucosa 6-fosfato
Glicolisis

p Glucosa
» La glucosa-6-fosfato si puede ser sangufﬁea

"3 . (Ciclo Krebs)
utilizada en otras rutas metabédlicas...

Destino metabdlico de la glucosa 6-fosfato en el higado

Glucdgeno

G-6-Pasa
Glucosa1-P <« Glucosa6-P —» Glucosa + P,

La glucosa-6-fosfatasa, que solo existe en el higado, cataliza la reaccion:

glucosa-6-fosfato + H,O - glucosa + P,

Es clave para la funcion reguladora de la homeostasis de la
glucosa que ejerce el higado. Los demas tejidos carecen de ella




Destino metabdlico de la glucosa 6-fosfato en otros tejidos

Glucdgeno

Glucosa-1-P <4 Glucosa-6-P

Glicolisis
Piruvato

La ausencia de glucosa-6-fosfatasa en los otros tejidos hace que no sea
posible la liberacion de glucosa; antes bien la Glucosa-6-P proveniente de
la glucogenolisis se destina a la glicolisis.

La regulacion de la glucogenolisis

»La glucdgeno fosforilasa es, de entre los varios enzimas que participan en el
catabolismo del glucégeno, el enzima que mds eficazmente regula la
glucogenolisis.

»La regulacién de la glucdgeno fosforilasa hepdtica y la muscular es diferente
> La regulacién de la glucogenolisis puede tener lugar por tres vias diferentes:

< Interconversion enzimdtica de la glucégeno fosforilasa (mecanismo
dependiente de cAMP; higado)

% Activacion del enzima por mecanismos dependiente de Ca®* (musculo
e higado)

“ Activacion alostérica (AMP)

> Dado que el destino metabélico del glucégeno es diferente, la glucogenolisis
estd regulada por sefiales hormonales diferentes en cada tejido (glucagén en
el higado y B-adrenérgicos en el mdsculo). El glucagén se produce en
respuesta a niveles bajos de glucosa. La epinefrina es parte de la respuesta ,
de “alerta” del individuo ante el peligro.
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Regulacidn de la glucogenoalisis (I)

¢ La glucdgeno fosforilasa (higado y musculo) existe bajo dos
formas:

+ "a" es una forma activa del enzima, fosforilada, cuya
actividad es poco sensible a reguladores alostéricos. La de
musculo es sensible a glucosa

+ "b" es una forma defosforilada del enzima que es mucho
menos activa, pero que puede ser activada por efectores
alostéricos (mas en musculo que en higado).

Regulacién de la glucogenolisis (IT)

>En el higado y misculo, la glucégeno fosforilasa es fosforilizada,
y activada, por la fosforilasa kinasa

»Este enzima existe también bajo dos formas, una fosforilizada
que es activa y otra no fosforilizada que es mucho menos activa

> En higado, la fosforilizacién y activacion del enzima es
catalizada por la proteina kinasa A, dependiente de cAMP

Protein
kinase A
Phosphorylase /\Phosphorylase
kinase b kinase a

Phosphorylase b 7N Phosphorylase a




El cAMP es un mensajero infracelular que es sintetizado por la adenilato
ciclasa, a partir de ATP, y rdpidamente degradado por la 3'-5' fosfodiesterasa

ATP

3'-5' fosfodiesterasa

adenilato ciclasa

5 AMP

_ Cascada de activacion de
B-Adrenergic  Adenylate

Epinephrine = eptor velzse la glucdgeno fosforilasa

N

Protein”  “Protein
kinase A kinase A

Phosphorylase ©~~ ™ Phosphorylase

El mecanismo en kinase kinase
cascada permite una v
notable amplificacién de Phosphorylase ©~ ™ Phosphorylase
la respuesta al agonista b a
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Regulacion de la glucogenoalisis en el mdsculo
tiene ciertas singularidades...

>La  glucégeno fosforilasa de misculo, ademds de su
interconversién y activacion por fosforilizacién, es también
regulable alostéricamente por glucosa, AMP, ATP, y G6P.

*Glucosa es un efector alostérico negativo de la forma “a"
(fosforilizada, activa) hepdtica.

*AMP, que aumenta cuando los niveles de ATP son bajos,
activa la forma "b" (ho fosforilizada) del enzima.

¢ ATP y glucosa-6-fosfato, poseen sitios de unidn que se
solapan con los de AMP, e inhiben la forma "b" de la
fosforilasa activada por AMP

>»La degradacion del glucogeno se inhibe cuando existe
suficiente ATP y glucosa-6-fosfato.

En el mdsculo, existe también una via paralela de activacion
a través de Ca*...

Ca++
\ Phosphorylase TN Phosphorylase
kinase b kinase a
Phosphorylase b ~ Phosphorylase a

...implica la activacién de la fosforilasa quinasa a través de Ca**, sin
necesidad de su fosforilizacién
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Sefializacion ligada a canales de Ca?* (T)

La entrada de Ca?*y su elevacién
intfracelular activa procesos en la célula

Sefalizacion ligada a canales de Ca?* (IT)

La salida de Ca?* de los depdsitos
intracelulares activa procesos en la célula
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Activacién de la fosforilasa a través de receptores o-adrenérgicos

Adrenalina >
G - protei
fi- adrenergic > — protein “ PLC-Y
recepior PIE:
N .
. . @ B 2
_IP_+DAG
_____ == 9
4_,@""’- phosphorylase
kinase
endoplasmic o calmodulin
reticuum 8 & N\ F._____ ~ C a 7 -
-~ @ +ATP

Ot D
fosforilasa
1. Aumento de IP;

2. Aumento de Ca?* intracelular
3. Union de Ca?* a calmodulina

4. La calmodulina es la subunidad 5 del holoenzima fosforilasa quinasa

Activacion de la fosforilasa quinasa en misculo:
dos alternativas...

Fosforilasa ‘b”

> S

Ca'2+

®
Hormonas
| anp,

Parcialmente activa

Protein
kinasa A

LD

Inactiva Totalmente activa
caz+

*/mpulso nervioso Parcialmente activa
«Contraccion muscular Fosforilasa ‘a"
*Hormonas
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Fosforilasa Quinasa inactiva

!

Fosforilasa Quinasa-Ca™*  parcialmente activa

!

P-Fosforilasa Quinasa-Ca*" totalmente activa

La Fosforilasa quinasa de musculo, cuya subunidad
5 es la calmodulina, puede activarse por dos vias: 1)
fosforilizacién de la subunidad B por la
proteinquinasa "A" dependiente de cAMP; 2) unién
de Ca**-calmodulina para formar el holoenzima.

Los mecanismos de desactivacion de la glucogenolisis...

> Los mecanismos descritos explican cémo tras una sefial
apropiada, se pone en marcha la glucogenolisis pudiendo dar la
impresién de que una vez activada no cesaria hasta haber
degradado totalmente el glucégeno.

> Sin embargo existen en la célula toda una serie de mecanismos
de desactivacidn que garantizan que la glucogenolisis solo estara
activa si existe un estimulo continuado para que asi sea.

> En cuanto cesa ese estimulo, cesa poco después la degradacion
del glucdgeno...

16



Los mecanismos de inactivacion
actian a varios niveles:

1. Disminucién de los niveles de cAMP

» Inactivacién de la adenilato ciclasa por separacién de 6-GTP a
G-GDP y su separacién del enzima

> Hidrdlisis del cAMP por la fosfodiesterasa
> Inactivacién de la Proteina quinasa A

2. Disminucidn del Ca?" intracelular por bombeo a los
correspondientes reservorios

3. Defosforilizacion de la glucégeno fosforilasa y la fosforilasa
quinasa por una fosfoprotein-fosfatasa que se inactiva por
efecto del glucagon y proteina quinasas

El cAMP es un mensajero intracelular que es sintetizado por la adenilato
ciclasa, a partir de ATP, y rdpidamente degradado por la 3'-5' fosfodiesterasa

ATP

——CHs, Adenine
3'-5' fosfodiesterasa

adenilato ciclasa

5 AMP
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Ca?* (=10M)

Na*/Ca?* antipuerto )"

Normalizacién de los niveles
de Ca?* intracelular

Espacio extracelular

T Ca?*-ATPase

Ca?* (x107M)

Bombeo por la Ca?* -ATPase
hacia el reticulo endoplasmico

ATP ADP 1 p

NS

Reticulo endoplasmico

Na* A) k )\ Citosol

ATP ADP + P

Incorporacion
activa de Ca2* en
la mitocondria

Secuestro del Ca?* por
proteinas del citosol

calmodulina

mitocondria

La fosfoproteina fosfatasa (PP1) es un enzima que desfosforila,
e inactiva a la fosforilasa quinasa y la glucdgeno fosforilasa

Fosforilasa
quinasa

Glucdgeno
fosforilasa

Q@
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Pero el enzima esta inhibido por un inhibidor que, cuando estd
fosforilado, bloguea su actividad

}0
. ™, @©®

Glucégeno

Fo::.?\': Sl(;sa @ §l> fosforilasa

<G - <) - <

El inhibidor, fosforilado, es un mal substrato de la fosfatasa, al gue el enzima, no
obstante, logra eliminar su grupo fosfato con lo que se disocia del enzima

Glucégeno

Fosforilasa fosforilasa

quinasa

®

La fosfoproteina fosfatasa, liberada de su inhibidor, desfosforila, e inactiva
a la fosforilasa quinasa y la glucdgeno fosforilasa
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Lo N Activated Proteina reguladora
Regulacion de l,a actividad de phosphatase de unidn al glucdgeno
la fosfoproteina fosfatasa —

Fosfoproteina
fosfatasa

Glucagdn ADP
9 P 0 La fosforilizacion de la subunidad
\ / reguladora hace que se suelte e/
. enzima del glucdgeno

Activated
protein kinase A o
PP1 Fosfoproteina
- / fosfatasa
<D Less-active o /o/mente
phosphatase activa
ATP
La fosforilizacion del inhibidor por la PK-A ADP
dependiente de cAMP, le hace capaz de Complejo
unirse a la fosfatasa e inactivarla ®—<§ P PP1 totalmente
Iinactivo
Inactive
phosphatase
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