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RESUMEN

Se precisan las caracteristicas generales de la induccién de ATP:D-
hexosa 6-fosfotransferasa (**) provocada por el suministro de hidratos de car-
bono a ratas alimentadas previamente con una dieta hipergrasa y aglucidica. La
glucosa se administré por sonda gastrica (solucién de glucosa al 20% y de
maltosa-dextrina al 30%, 3 ml, dos veces separada por 3 ¢ 4 horas de inter-
medio) o por via intraperitoneal (solucién de glucosa al 10 6 20% 1 ml cada
6 horas) o por via endovenosa.

Los animales méas jovenes mostraron una respuesta mayor que los de ma-
vor edad. Las hembras respondieron en forma semejante a los machos. El estu-
dio de la cinética de la induccién de ATP:hexosa fosfotransferasa mostré un
aumento rapido de la enzima después de la administracién de glucosa y un
descenso lento al suprimirla. Se discute el significado fisiolégico de estos resul-
tados. En cuanto al mecanismo de su produccion, se considera que el aumento

de actividad enzimaéatica puede corresponder a induccién enzimatica.

INTRODUCCION

La actividad de diversas enzimas del
higado se modifica cuando los animales
son alimentados con dietas que difieren
en su composicion con respecto a protei-
nas, grasas e hidratos de carbono (1, 2).
Nuestra atenciéon se ha dirigido al estu-
dio de la influencia que tiene el aporte
de glicidos sobre algunas de las enzimas
directamente relacionadas con la utiliza-
cion de los hidratos de carbono.

(") Esta investizacién fue financiada parcialmente
por la Facultad de Medicina, Universidad de Chi-
le (Proyectos 60-41 y 63-50) y vor la Fundacidén
Rockefeller (Grant 60338), bajo un programa con-
junto.

Los resultadces de este trabajo fueron presen-

tados a la Reunién Anual de la Sociedad de Bio-
logia de Santiago, Noviembre 1862, (Arch. Biol.
Med. Exper. 1:91, 1964).
Se ha preferido la denominaciéon de ATP:D-hexo-
sa-6-fosfotransferasa, debido a la confusién que
existe en este mcmento sobre las propiedades que
distinguirian a las llamadas hexoguinasa y glu-
coguinasa. Por conveniencia de expresion se refe-
rird ocasionalmente como ATP:hexosa-fcsfotrans-
ferasa o aun simplemente como fosfotransferasa.

%)

La ATP:p-hexosa 6 - fosfotransferasa
(hexeoquinasa) (EC2.7.1.1.) parece ser la
enzima del higado que depende mas
estrechamente del suministro de gltcidos
en la alimentacién. Esta afirmacién se
basa en las siguientes pruebas experi-
mentales: 1) La actividad enzimatica
maxima, referida al higado total, se ob-
tiene en animales alimentados con una
dieta compuesta exclusivamente de hi-
dratos de carbono (3, 4); 2) La actividad
especifica mas alta (referida a proteinas
totales del higado) se observa también
con esta dieta y disminuye hasta un quin-
to a medida que se reemplaza el glicido
por grasa o por proteina (4). 3) La acti-
vidad de la fosfotransferasa que ha des-
cendido al someter los animales a un ayu-
no de varios dias o a una dieta exenta de
glucidos, vuelve a los valores normales
si se realimentan las ratas con una dieta
equilibrada o sélo con glucosa (2-5).

Si bien la actividad de la a-glucan-fos-
ferilasa (EC 2.4.1.1) y de la UDPglucosa
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a-glucan-glucosiltransferasa (EC 2.4.1.11)
depende también del suministro de hidra-
tos de carbono (2, 3, 4, 6), los cambios no
son de la magnitud de los observados en
la ATP:hexosa fosfotransferasa ni ocu-
rren con la misma wvelocidad. La activi-
dad de otras enzimas directamente vincu-
ladas a la wutilizacion de los azucares de-
pende, por otra parte, del aporte de pro-
teinas, o del suministro simultdneo de
proteinas y una pequena proporcion de hi-
dratos de carbono, o son independientes
de la naturaleza de la dieta (2, 4, 7).

El propésito de esta comunicacidén es
definir algunas caracteristicas del aumen-
to de la actividad de la ATP:hexosa fos-
fotransferasa bajo la influencia del sumi-
nistro de glucosa (o maltosa-dextrina) a
ratas previamente alimentadas con una
dieta exenta de glucidos.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratas albinas criadas en este
Instituto. Salvo cuando se indica especial-
mente, se trabajé en machos con un peso
aproximado de 200 g. Los animales se man-
tenian en una pieza a temperatura constan-
te (26-28°C), con periodos alternados de ilu-
minacién y obscuridad de 12 horas. Desde
unas 2 6 3 semanas antes de iniciar cada ex-
perimento, las ratas eran trasladadas a jaulas
individuales donde recibian el alimento mo-
lido, con el objeto de acostumbrarlas a las
condiciones en que se realizaban los experi-
mentos.

Todas las dietas experimentales contenian
las mismas cantidadces de sales y vitaminas
por cada 100 calorias calculadas (6). La pro-
porcion de hidratos de carbono (maltosa-
dextrina), proteinas (caseina) y grasa (mar-
garina y aceite vegetal) fue la siguiente (las
cifras indican el porcentaje del total de ca-
lorias): a) Dieta equilibrada: gltGcidos, 65;
proteinas, 27; grasas, 5. b) Dieta hipergrasa:
proteinas, 21; grasas. 79. c) Dieta hidrocar-
bonada: gluecidos, 100. La muerte de los ani-
males se obtuvo por decapitacion sin aneste-
sia, después se les dejo desangrar. El higado
era extraido rapidamente, colocado sobre hie-
lo molido y enjugado con papel filtro para
eliminar la mayor cantidad posikle de san-
gre. Se homogenizaron trozos de unos 300 a
500 mg del Iébulo lateral izquierdo en un
medio de la siguiente composicién milimolar:
KC1 100; glicilglicina 25, pH 7,5; EDTA (eti-
lendiamina tetracetato) 6; y MgCl, 6. El ho-
mogenizado fue centrifugado a 105.000 x g
durante 20 minutos en una ultracentrifuga
Spinco, modelo L. Se utilizaron alicuotas del
liquido sobrenadante para el ensayo enzima-
tico. La composicién final (mM) del medio
de ensayo era la siguiente: KC1 10; glicilgli-
cina 85 pH 7,5; MgCl,, 12,6; glucosa 25; ATP
3,3; EDTA 1,6; NADP (fosfato de nicotina-
mida-adenin-dinucleotido) G,5 (6). Ademas
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se colocaba un exccso de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y de 6-fosfogluconato deshi-
drogenasa. Se utilizé como blanco un sistema
semejante en el cual se omitia el ATP. La
actividad enzimatica sc midié por la forma-
cién de NADPH. reconocida por el incremen-
to en la absorbancia a 340 mu en un espec-
trofotdmetro Beckman, modelo DU, provisto
de un registrador automatico y de un sistema
para mantener la temperatura a 25°C.

Se define una unidad de ATP:hexosa fos-
fotransferasa como la cantidad de enzima ca-
paz de fosforilar 1 umole de glucosa en 1 mi-
noto (umoles de NADPH. formados dividi-
dos por 2).

Los animales se sometian durante 4 a 6
dias a una dieta hipergrasa, y luego se les
suministraba hidratos de carbono, en dife-
rentes dosis, por diversas vias y durante
tiempos variables, seglin se indicard en cada
experimento.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de
Sigma Chemical Company (E.EU.U.): ATP,
EDTA, glicilglicina, v NADP. La glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa se compré en C. F.
Boehringer u. Sdhne, GmbH (Alemania) y la
€-fosfogluconato deshidrogenasa se preparé
segin Glock y McLean (8).

RESULTADOS

influencia de la concentracion de glucosa.

Con el objeto de estudiar el efecto del
suministro de glucosa durante periodos
cortos después de la alimentaciéon con
dieta hipergrasa, el azucar fue adminis-
trado a diversas concentraciones por son-
da gastrica. Los mayores aumentos de la
actividad enzimatica se observaron con
las soluciones mas concentradas, fueran
estas de glucosa pura o de una mezcla de
glucosa y maltosa-dextrina (Fig. 1). Se
prefirié emplear la mezcla de glucidos en
los experimentos ulteriores, debido a que
cuando se administré glucosa pura se pre-
sentaba frecuentemente diarrea. Los tes-
tigos que recibieron solo agua por sonda
mostraron un ligero incremento (P<0,01)
en la actividad fosfotransferasica con res-
pecto a los animales sacrificados en el
momento en que se suministré la gluco-
sa o el agua. (Figura 1).

La Fig. 2 muestra 3 experimentos en
los cuales se administraron dosis varia-
bles de glucosa por via intraperitoneal.
La dosis total fue dividida en 6 inyeccio-
nes (1 ml cada hora) en los experimen-
tos 2 y 3, con el objeto de evitar la glu-
cosuria que se observo frecuentemen-
te cuando se suministraron dosis simples
mayores (2 ml cada 2 horas), como ocu-
rrio en el experimento I. Los testigos re-
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FiG. 1. Induccién de ATP:hexosa fosfotransferasa he-
patica por administracién oral de glucosa. Se dieron 3
m] de glucosa por sonda gastrica a ratas previamente
alimentadas con dieta hipergrasa durante 6 dias. Se dio
muerte a los animales 6 horas mas tarde. Cada punto
corresponde al término medio de la actividad enzima-
tica y las lineas verticales seftalan una desviacién tipi-
ca. Los circulos vacios () representan animales (3
por grupo) que recibieron glucosa. El circulo lleno
(@) representa 15 testigos. muertos en el momento
del suministro de glucosa al resto de los animales. El
cuadrado ([J) corresponde a 3 ratas que recibieron
una solucién de glucosa al 20% vy maltosa-dextrina
al 30% . La linea horizontal corresponde al promedio
de valores en ratas alimentadas con dieta equilibrada.
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F1G. 2. Induccidn de ATP:hexosa fosfotransferasa por
administracién intraperitoneal de glucosa. La glucosa
se administrd a ratas alimentadas previamente con die-
ta hipergrasa durante 4 dias, Cada experimento co-
rresponde a un grupo de animales muertos en un mis-
mo dia. En el experimento ] los animales recibieron
2 ml de las soluciones de glucosa cada dos horas y en
los experimentos 2 y 3. 1 ml cada hora. Se dio
muerte a los animales 6 horas después de la pri-
mera inyeccidn. En el experimento 3 se emplearon ra-
tas hembras. Cada punto es el promedio de varios
animales (indicados por el numero adyacente). Las
lineas verticales sefialan las desviaciones tipicas, v en
los grupos de 2 animales indican ¢l margen.
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cibieron volumenes correspondientes de
NaCl 0,15 M. La glucosa al 40% deter-
mind un aumento de la actividad fosfo-
transferasica algo menor que el azicar
al 20%, lo que puede atribuirse en parte
a la mayor glucosuria observada con la
dosis mas alta. La cantidad de liquido
peritoneal acumulado por efecto osmoti-
co, también fue mayor al emplear la
concentracion mas elevada.

Estos experimentos demuestran que la
recuperacion de la ATP:hexosa fosfo-
transferasa fue similar cuando se dieron
cantidades equivalentes de glucosa por
via oral o por inyeccion intraperitoneal.
Esta conclusion es importante, pues ha
permitido comparar el efecto de diversos
monosacaridos, o sus derivados, en condi-
ciones en que no interfiere la velocidad
de absorcién intestinal, ¥y en que se evita
la interconversién de algunos de ellos a
nivel de la pared intestinal (9). Emplean-
do la via intraperitoneal se ha demostra-
do, en efecto, que la glucosa es mas efi-
ciente que la manosa como inductora de
la ATP:hexosa fosfotransferasa y que ni
la fructosa ni la galactosa ni la 2-desoxi-
glucosa determinan aumentos significati-
vos con respecto a los testiges que reci-
ben suero fisiolégico (10).

Parecié de interés ensayar la via en-
dovenosa, por cuanto podia informar so-
bre la hipotesis de que una dosis relati-
vamente pequena de azucar, capaz de
provocar una elevacion acentuada pero
transitoria de la glicemia, pudiera deter-
minar un aumento de cierta duracién de
la ATP:hexosa fosfotransferasa. Es decir
permitiera resolver acerca de la posibili-
dad de que la glucosa actuara soélo como
un “‘gatillo” de una serie de reacciones
que dieran lugar a un aumento de la en-
zima hepatica. Los ensayos preliminares,
en los cuales se utilizaron ratas aneste-
siadas con uretano, fueron negativos, pues
aunque se practicé una inyeccién intra-
venosa continua de glucosa no se chservé
un aumento de la actividad fosfotransfe-
rasica. Se atribuyo este fracaso a la anes-
tesia y se cambio de procedimiento. Se
inyectd en la vena de la cola sin anestesia
o en una vena femoral disecada bajo li-
gera anestesia etérea, una sclucién de 1
0 2 ml de glucosa al 40% . Una dosis Uni-
cade 1 6 2 ml ocasiond un aumento muy
pequeno de la enzima al cabo de 3 6 6 ho-
ras. En cambio, con dosis de 1 a 2 ml, re-
petidas cada 2 horas, hubo un aumento
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FI1G. 3. Induccién de ATP:hexosa fosfotransferasa por
administracién endovenosa de glucosa. Uno a 2 ml de
glucosa al 40% fueron administrados en una sola
dosis o en forma repetida cada dos horas en una vena.
Las ratas fueron previamente alimentadas con dieta
hipergrasa durante 6 dias. Se dio muerte a los ani-
males 6 horas después de la primera inyeccién. Cada
abscisa representa la dosis total inyectada. Los testi-
gos recibieron suero fisioldgico en dosis semejantes a
los animales experimentales, y se refinen en un solo
grupo, por no haberse encontrado diferencias entre
ellos
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FIG. 4. Cinética de la induccién de ATP:hexosa fos-
fotransferasa bepitica por hidratos de carbono, en ra-
tas previamente alimentadas con una dieta hipergrasa
durante 6 dias. Cada punto es el promedio de 5 a 15
animales y las lineas verticales seflalan una desvia-
cién tipica. Los circulos llenos (@) corresponden a
ratas que recibieron una sola dosis y los circulos va-
cios () a ratas que recibieron varias dosis ( en el
momento indicado por las flechas) de glucosa al 20%
y ‘maltosa-dextrina al 30%. El tridngulo (A) in-
dica animales a los que se les dio a beber glucosa al
50% ad libitum y los cuadrados ([J) corresponden
a ratas alimentadas con dieta hidrocarbonada ad Iibi-
tum después de la dieta hipergrasa.
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bien definido de la actividad fosfotrans-
ferasica. Sin embargo, este aumento fue
inferior al que se observd con dosis simi-
lares suministradas por vias oral o in-
traperitoneal. La inyeccién endovenosa
lenta de una sola dosis de glucosa provo-
¢6 una hiperglicemia transitoria; mien-
tras que la administraciéon de dosis repe-
tidas por esta via dio lugar a una hiper-
glicemia notable en el momento de la
muerte. Estos ensayos parecen indicar
que es necesario que exista una hipergli-
cemia mantenida para obtener una mejor
respuesta del higado.

Influencia de la edad y del sexo.

Se estudi6 la respuesta de la ATP:he-
xosa fosfotransferasa a la administracion
de hidratos de carbono, en tres grupos de
ratas de diferentes pesos, que habian es-
tado previamente alimentadas con dieta
hipergrasa durante 6 dias. Se administré
una solucién de glucosa o de maltosa-
dextrina por sonda gastrica y después de
4 horas se dio muerte a los animales. Los
resultados se resumen en la Tabla I. Los
testigos que no recibieron la solucién
glucidica tenian valores similares de ATP:
hexosa-fosfotransferasa en el higado. El
aumento de la actividad enzimatica des-
pués del hidrato de carbono aparecié ma-
yor en las ratas mas pequefias que en los
grupos de ratas mayores, cuando la acti-
vidad se refiere a 100 g de peso corporal,
como lo hacemos habitualmente. Sin em-
bargo, si se expresan los resultados por
gramo de higado no hubo diferencia en-
tre los diversos grupos. La digcrepancia
se explica por el hecho de que la razén
entre el peso del higado y el peso corpo-
ral es mayor en el animal joven que en
el adulto (Tabla I). Es posible que los
resultados no puedan ser comparados con
exactitud, pues la respuesta depende de
la cantidad de hidratos de carbono sumi-
nistrada, y no existe seguridad que las
raciones de los 3 grupos sean exacta-
mente homologables.

Con respecto a la influencia del sexo
del animal, en la Figura 2 se comparan
los resultados obtenidos después de la ad-
ministracién de soluciones de glucosa por
la via intraperitoneal a ratas machos (ex-
perimento 2) y a ratas hembras (experi-
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TaBra I

Influencia de la edad de los animales en la

induccién de la ATP hexosa fosfotransferasa he-

pdtica producida por el suministro de hidratos de carbono después de dieta hipergrasa

Condicién N¢ de Peso Peso del ATP: hexosa GlicQgc_}no
experimental ratas corporal higado fosfotransferasa ‘ hepatico
unidades/g” unidades/100 g~ g/100 g
g g higado peso corporal

A 3 109 6,21 0,18 = 0,03 1,01 += 0,15 1,10

B 4 108 6,10 0,78 = 0,09 453 = 0,49 4,67

A 3 198 7,19 0,20 = 0,01 0,70 = 0,04 1,90

B 6 188 7,68 0,78 = 0,06 3,19 = 0,21 4,23

A 3 287 10,91 0,19 + 0,02 0,73 = 0,11 1,45

B 4 308 10,80 0,74 =# 0,06 2,65 = 0,59 4,42

Las edades fueron aproximadamente de 50, 80 y 130 dias para los grupos de ratas que pe-

saron 110, 200 y 300 g respectivamente. A:

testigos que recibieron agua. B: animales que

recibieron el hidrato de carbono; las ratas se sacrificaron 4 horas después de la adminis-
tracion por sonda gastrica de una solucidén de glucosa (20%) y maltosa-dextrina (30%).

* Media aritmética =+ su error tipico.
** lJiste valor difiere significativamente del

correspondiente a las ratas de mayor peso en

las mismas condiciones experimentales (P < 0,05).

mento 3) de la misma edad. La respues-
ta fue muy similar en ambos grupos fren-
te a diferentes dosis del aztcar. No se
investigd con mas esmero la mayor acti-
vidad que parece existir en hembras ali-
mentadas con dieta hipergrasa con res-
pecto a los machos, en la misma condicién
experimental.

Cinética de las modificaciones de la ATP:
hexosa fosfotransferasa.

En estos experimentos se administra-
ron por sonda gastrica 3 ml de una mez-
cla de glucosa y maltosa-dextrina o se
alimentaron los animales ad libitum con
dieta hidrocarbonada exclusiva, después
de haber estado durante 6 dias en una
dieta hipergrasa para disminuir la acti-
vidad fosfotransferasica. Se dio muerte
a los animales en tiempos variables des-
pués de haber recibido una o varias do-
sis de hidratos de carbono. Se ha publi-
cado una comunicacién preliminar sobre

estos resultados (5). El aumento de la

actividad fosfotransferasica se inicia muy
pronto después de administrada la pri-
mera dosis de glicido, con una veloci-

dad de aumento aproximada de 0,55 uni-
dades por 100 g de peso corporal por ho-
ra. La actividad maxima sz observé a las
9 horas, momento en que se sobrepasa-
ron los valores correspondientes a una
dieta equilibrada. A pesar de que se con-
tinué la administracién de hidratos de
carbono, la actividad descendié para al-
canzar el nivel de la dieta equilibrada
aproximadamente a las 12 horas. Cuando
se suspendié el aporte de glucidos, la ac-
tividad continué descendiendo en forma
relativamente lenta; entre las 12 y las
24 horas el descenso pudo calcularse en
0,19 unidades por hora. En otro experi-
mento en que se indujo la enzima con
una sola dosis de la soluciéon de glucosa-
dextrina, se alcanz6 un méaximo a las 12
horas, v luego se inicié6 un descenso de
la actividad a razon de 0,12 unidades por
hora.

E] descenso lento de la actividad tam-
bién se ha observado al cambiar un ré-
gimen de hidratos de carbono por otro
de dieta hipergrasa, caso en el cual el
descenso correspondié aproximadamente
a 0,06 a 0,07 unidades por hora (Tabla
IT). También se observa un descenso re-
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TapLa II

Cinética de la disminucién en la actividad
ATP: hexosa fosfotransferasa por dieta
exenta de gliucidos

Dias en dieta N¢ de ATP:hexosa fosfotransferasa
hipergrasa ratas Unidades/100 g de Dpeso
corporal *
[\ 5 5,68 = 0,57
1 4 4,20 > 0,43
2 4 2,47 +0,15
(%) Media aritmética = su error tipico.

Todces los animales se alimentaron durante 6 dias con
dieta hidrocarbonada exclusiva. Algunos de ellos
fueron transferidos posteriormente a la dieta hiper-
grasa,

lativamente lento de la actividad enzi-

matica como consecuencia del ayuno {3,
11).

DISCUSION

La ATP:hexosa fosfotransferasa es una
enzima clave para la utilizacion de los
hidratos de carbono, por cuanto cataliza
la reacciéon que permite a la glucosa en-
trar a diversas vias metaboélicas. Por esta
razbon, los estudios de las modificaciones
de la actividad fosfotransferasica como
resultado de cambios en la composicién
de la dieta, y de alteraciones endocrinas,
tienen un interés muy especial. La utili-
zacion de glucosa en el animal entero o
en el higado aislado esta claramente dis-
minuida a consecuencia del ayuno asi co-
mo de la falta de glucosa en la dieta (12-
17). También es conocida la incapacidad
del higado para metabolizar en forma
adecuada la glucosa en el animal diabé-
tico (18, 19). En todas estas condiciones
experimentales se encuentra disminuida
la actividad de la ATP:hexosa fosfotrans-
ferasa hepatica (11, 20, 21, 22), por lo
cual puede plantearse la hipotesis de que
el cambio enzimatico es el responsable
del transtorno metabdlico comun. Una
disminucion de esta enzima se observa
también en otros tejidos, como el rifién
(23), el musculo (7) y la mucosa intes-
tinal (24, 25) cuando el aporte glucidico
de la dieta es deficiente.

Con respecto al mecanismo del aumen-
to de la actividad de la ATP:hexosa fos-
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fotransferasa como consecuencia del sumi-
nistro de glucosa, existen algunas prue-
bas experimentales que permiten consi-
derar que se trata de alteraciones en la
cantidad de enzima y no de activacién
de una forma inactiva preexistente. La
posibilidad de que existan inhibidores
disociables en los extractos provenientes
de animales alimentados con. dieta hiper-
grasa o activadores disociables en los hi-
gados de animales alimentados con hidra-
tos de carbono puede eliminarse, porque
la actividad enzimatica es directamente
proporcional a la cantidad de extracto
empleada (no hay inhibicién ni activa-
cién con las cantidades mayores) y, ade-
maés, porque al mezclar alicuotas en pro-
porciones variables de homogenizados de
higados de baja actividad (dieta hiper-
grasa) con homogenizados de alta acti-
vidad (dieta equilibrada), siempre la
actividad resultante fue igual a la suma
de las dos fracciones (10). A una conclu-
sion similar se ha llegado en un estudio
de mezclas de homogenizados obtenidos
de ratas normazales con los de ratas en
ayunas (26). Por otra parte, el trata-
miento de los animales con drogas que
interfieren en la biosintesis de proteinas
impide la induccién de ATP:hexosa fos-
fotransferasa provocada por glucosa. Asi
ocurre, en efecto, con etionina (11, 21,
27, 28), fluorofenilalanina (21, 28), pu-
romicina (5, 10, 11) y actinomicina (10,
21, 28). Estos hechos permiten aceptar
como una hipdtesis muy plausible que el
aumento de la fosfotransferasa determi-
nado por la glucosa sea un fendémeno se-
mejante al de la induccién enzimatica,
tal como se ha definido en las bacterias.
Un argumento maéas lo da la especificidad
del inductor, por cuanto no son inducto-
res efectivos la galactosa, la fructosa, y
la 2-desoxiglucosa, a pesar que estas dos
ultimas son sustratos de la enzima (10).
El aumento de la ATP:hexosa fosfotrans-
ferasa puede verificarse en ausencia de
las glandulas suprarrenales (10), lo que
sugiere que se trata de una induccién
por sustrato. Es de interés senalar que
los glucocorticoides son responsables de
la induccién de diversas enzimas relacio-
nadas con la utilizacién de aminoici-
dos (29).

En estos experimentos se ha medido la
actividad fosforilante total de glucosa
presente en el higado. En forma indepen-
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diente, Sols et al, (20, 21, 28) y Walker
(30, 31), han descrito dos enzimas capa-
ces de fosforilar glucosa: una de K,, baja,
que tendria propiedades semejantes a la
hexoquinasa de otros tejidos animales
(20), y otra de K,, alta y que existiria
preferentemente en el higado (11, 20).
En nuestro laboratorio sz han logrado
separar y caracterizar parcialmente, cua-
tro fracciones enzimaticas capaces de fos-
forilar glucosa, las cuales se consideran
isoenzimas de la ATP:D-hexosa 6-fosfo-
transferasa (32). Una de ellas (p) que
representa el 88,2 += 2,4% de la activi-
dad del higado de ratas alimentadas con
dieta equilibrada, se distingue por tener
una constante de Michaelis elevada (1,8
+0,03 x 102 M), y parece corresponder
a la enzima de K,, alta de los otros inves-
tigadores. Las tres fracciones restantes
(A, B, ) tienen K,, muy bajas y podrian
corresponder en conjunto a la enzima de
K,, baja de los otros autores. Lo intere-
sante de estas isoenzimas es que, al pa-
recer, s6lo la fraccion de K,, alta esta su-
jeta a cambios grandes como consecuen-
cia de modificaciones en la dieta (11, 20,
21, 28, 32, 33) o por falta de insulina (11,
20, 21, 28). Ademas, esta isoenzima D no
existiria durante la vida fetal y haria su
aparicion solo después del nacimiento (30,
34). De esta manera, los cambios obser-
vados por nosotros en la actividad total
corresponden a modificaciones que operan
desde valores basales mas o menos cons-
tantes que corresponden a las isoenzimas
que no se alteran grandemente. Los cam-
bios porcentuales de la iscenzima » (K,
alta) serian mucho mayores que los ex-
puestos si se toma en cuenta aue con una
dieta exenta de glGcidos se observaron
valores muy pequehos de actividad de
esta fraccidn (32). En consideraciéon a
que los métodos de determinacién no
permiten una seguridad con rsspecto a la
distincién cuantitativa entre las diversas
formas enzimaticas (32) y a que la isoen-
zima D representa un elevado porcentaie
de la actividad total, parece justificado
por el momento estudiar la induccién
de ATP:hexosa fosfotransferasa midiendo
la actividad fosforilante total.

SUMMARY

Experiments were designed to deter-
mine the general characteristics of the in-
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duction of ATP:D-hexose 6-phosphotrans-
ferase by the administration of carbohy-
drates to rats that were fed a high-fat
carbohydrate-free diet for several days.
When oral route was used, the admin-
istration of 3 ml of 207 glucose-30%
maltose-dextrin solution every 3 to 4
hours by stomach tube was considered
the best procedure. (Fig. 1 and 4). The
intraperitoneal injection of 1 ml of 10 or
20% glucose every 6 hours gave similar
results (Fig. 2) to those obtained by oral
administration and is recommended when
the interference of intestinal absortion
must be avoided. The supply of glucose
by intravenous route provoked an in-
crease in enzyme activity (Fig. 3); how-
ever, this route is not convenient as a
routine procedure. Younger rats exhib-
ited higher responses than older ones
(Table I) and sex did not have any in-
fluence (Fig. 2). Detailed Kkinetic stu-
dies showed a rapid increase of enzyme
activity after carbohydrate administra-
tion, followed by a relatively slow de-
crease when the supply of garbohydrate
was discontinued (Fig. 4 and Table II).
The physiological implications of these
findings are briefly discussed. Enzyme
induction appears as a possible mechan-
ism of the increase in ATP:hexose phos-
photransferase activity provoked by glu-
cose administration after carbohydrate
depletion.
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