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ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

ALD Aldolasa

AMP Adenosin monofosfato

ANSA Acido 1 amino - 2 naftol- 4 sulfbnico
CoA Coenzima A

2-3DPG 2-3difosfoglicerato

DTT Ditiotreitol

EC Comisidn internacional de enzimas
EDTA Acido etilendiamino-tetracético
ENO Enolasa

FDP Fructosa 1-6 difosfato

FDPasa Fructosa 1-6 difosfatasa

FepP Fructosa 6 fosfato

GAP Gliceraldehido fosfato

GAPDH Gliceraldehidofosfato deshidrogenasa
GDH Glicerol 1-fosfato deshidrogenasa
GOD Glucosa deshidrogenasa

GOT Glutamato-oxalacetato-transaminasa
GSH ~Glutation reducido

G6P Glucosa-6-fosfato

G6Pasa _Glucosa-6-fosfatasa

G6PDH Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
3-HBDH 3-Hidroxibutirato deshidrogenasa
HK V Hexocinasa

iDP Inosin difosfato

= Inosin trifosfato

LAC L=l _actato



LDH
MAL
MDH
NAD
NADH
NADP
NADPH
OAA
PDHA
PEP
PEPCK
PFK
PGl
PGM
2PGA
3PGA
PHI
PIR
PK
POD
POPOP
PPO
TIM
TIRIS
TRP
RNA
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L_actato deshidircgenasa

Malato

Malato deshidrogenasa

Nicotin adenfr: dinuclebiido

Nicotfn adenin dinucledtido reducide
Nicotfn adenin dinucliedtlido fosfato
Nicotin adenin dinuclediide fosfato reducido
Oxalacetato

Fosfodihidroxiacetona
Fosfoenolpiruvato
Fosfoenolpiruvato corboxicinasa
Fosfofructocinasa
Fosfoglucoisomerasa

Fosfoglicerato mutasa
2--fosfoglicerato

3-fosfoglicerato

Fosfohexosa isomerasa

Piruvato

Piruvato cinasa

Peroxidasa

2, 2°-fosfofenilen-bis (5-fenil-oxarol)
2-5 difenil oxazol

Triosafosfato isomerasa
Tris-hidroximetilaminomatano
Triosas fosfato

Acido ribonucleico.
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l.« INTRODUCCION

El efecto del ejercicio muscular, o mas concretamente de
la natraciAén_ren agua a 2292, sobre la gluconeogénesis renal ha sido ob-
jeto de estudio en este Departamento desde hace afios y motivo de va-
rias_tesis doctor‘a_les. Como resultado de estos trabajos parece ya cla-
ramente establecido que en las ratas sometidas a este tipo de ejercicio
se produce una induccibén de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de la cor
teza renal que lleva consigo un aumento en la capacidad gluconeogénica
de dicho tejido. Esta adaptacibén metabblica esti producida por la acido-
sis lactica concomitante al ejercicio y es probable que se acompafie de
una aceleracidn de la produccidén de glucosa por la corteza renal " in

vivoll,

El presente trabajo se ha centrado en las relaciones entre
la acidosis lactica y la gluconeogénesis renal durante el ejercicio vy
se ha procurado aportar datos adicionales que confirmaran dicha rela-
cidén tanto "in vitro" como "in vivo!". Para ello se ha estudiado funda—
mentalmente el efecto de la administracién previa de bicarbonato sobre
el perfil de los metabolitos intermediarios del proceso a lo largo de
dos horas de ejercicio, el efecto de la supresién de los adrenes sobre
la respuesta gluconeogénica renal y el efecto de la infusién de acido

lactico o lactato sbdico sobre dicha respuesta.

Previamente a la realizacién de estas experiencias se ha

estudiado la evolucibn de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxi-
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cinasa y otros parametros rel acionados con la gluconeogénesis a lo
largo del dia. Algunas de estas evoluciones habian sido previamenie
descritas en la bibliografia pero parecia interesante ampliar los pa-
rametros bioquimicos estudiados, sobre todo en nuestras condiciones
experimentales especificas. Ello nos ha permitido seleccionar el —-
tiempo més adecuado para la realizacidén del ejercicio y disponer de

estos conocimientos bésicos para futuras experiencias relacionadas.

Por lo que se refiere al tema concreto de esta Memo -
ria, los resultados obtenidos tanto "in vitro' como "in vivo!lt son co-
herentes con |la hipbtesis de trabajo y confirman plenamente que la
induccién de la gluconeogénesis renal durante el ejercicio se debe a

la acidosis lactica que lo acompafa.
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Il PARTE TEORICA

2.1.- ACIDOSIS LACTICA.

L.a acidosis metabblica se produce cuando existe un distur-
bio en la homeostasis a4cido-base. Su origen puede ser respiratorio o ho pe

ro siempre se manifiesta por un pH arterial anormalmente bajo.

El término acidosis lactica se reserva para aquellas acido-
sis metabblicas que estan asociadas con altas concentraciones de lactato en
sangre, lo cual implica que la acidosis es debida a los protones que acompa-
 flan a la produccién metabblica de lactato ya que el acido lactico né puede

existir como tal en cantidades apreciables al pH de los fluidos corporales.

Este tema ha sido ampliamente revisado recientemente por

Oliva (1) y por Cohen y Woods (2).

A continuacién describimos alguno de los aspectos metabb-

licos m&s importantes relacionados con la acidosis lactica.

2.1.1.- Tipos de acidosis lactica.

El &cido l&ctico se forma por reduccidn del acido pirGvico

segln la reaccibn:

&cido pirtvico + NADH + H’-——L-'-e{-i-) &cido lactico + NAD'

Ordenando la ecuacién de acuerdo con la ley de accibn de

masas queda:

&cido lactico = acido pirGvico x NA::DT H

La concentracién de lactato depende, pués, de dos variables:
la concentracién de piruvato y la constancia de la razén NADH / NAD?*, que

a su vez depende del estado relativo de oxidacién del tejido.



Un incremento en la produccidon de laciato puede ser debido

a dos causas:

1) Alteracidbn en la concentracidn de lactato por cambics en el estado
de oxidacidon del NAD! sin cambiar el piruvato, aunque tal cosa ocurre ra-
ramente, pués, por regla general, se acompafa de un ligero incremento en

la concentracidén de piruvato, debido a cambios de ventilacion, glucosa o phi;

2) Alteracidn en la concentracidén de lactato por cambios en la n»nc:ég
tracibn de piruvato sin cambio de la razén NADH : NAD'. Esta situacién pue
de alcanzarse de varias maneras: por ejemplo, por inyeccibn intravenosa de
bicarbonato sbédico (3), o por administracién intravenosa u oral de glucosa

(3,4). LLa razbdn lactato : piruvato se incrementa también a menudo durante

hiperventilacibn.

Por otra parte, la situacién(]) se puede producir por cual-
quier motivo causante de hipoxia tisular. E| estado de oxidacién del NAD"
varfa, constantemente, dependiendo del suministro de oxigeno a los tejidos.

L a hipoxia se traduce en un incremento en la forma reducida del NAD+y con-
secuentemente en una acumulacién de lactato que no puedé ser oxidado. En
estas condiciones el incremento en la concentracibn de lactato, no esti aso-
ciado a un aumento en la concentracibén de piruvato. Por tanto, la razén lac—
tato : piruvato aumenta. Huckabee ha Ilamado al lactato asf formado " lacta-
to en exceso " (3). Harris (5) critica los trabajos de Huckabee, ya que el
lactato en exceso es matematicamente dependiente de la concentracidn de
piruvato. Alpert (6) y Olson (7) ponen en duda la validez de igualar la razbn
lactato : piruvato en sangre con el estado de oxidacidén del tejido. Estos auto
res arguyen que puesto que existen !"pools! separados de NADH y NAD en ci-
toplasma y mitocondria y puesto que la razdén lactato : piruvato sanguinea de-
pende, sobre todo, de la razén NADH : NAD™' citoplasmética, esta puede no re
flejar los cambios sufridos por el sistema NADH : NAD" mltocondmal que en

definitiva es el Gltimo que determina la oxidacibén en los tejidos.

26



Clinicamente se puede clasificar la acidosis lactica en dos
tipos:

A) Correspondiente a situaciones en las que existe un pobre aporte san
guineo a los tejidos con la hipoxia consiguiente ( 8, 9 ), lo que provoca una
elevacibn progresiva de la concentracién de léctato a medida que va decrecien
do la tensidn de oxfgeno. En el hombre, Huckabee (10) y Eldridge {(11) no’ en——
cuentran evidencia de acidosis lactica en pacientes con hipoxia crbénica debida
a enfermedades pulmonares, gracias a la accidon de distintos mecanismos com-—
pensadores; no obstante, en casos de hipoxia aguda experimental (12), o du--
rante episodios hipbxicos que se producen en pacientes con asma bronquial
(13, 14), se produce un incremento en la concentracidn de lactato paralelo al
incremento en el radio lactato : piruvato. A este tipo corresponden tambien
las acidosis producidas por " shock ", este término se usa para describir un
sindrome consistente en hipotensién, taquicardia, frio en .las extremidades,
etc., que normalmente sobreviene como resultado de una hemorragia, septice
mia o pobre funcién cardiaca. Se ha demostrado que la acidosis lactica puede
acompafiar al " shock ", sea cual sea la causa que lo produzca (15, 16, 17, 18),
La acidosis lactica producida por el ejercicio es también de este tipo, debido
tato sanguineo en estas condicionesr son insuficientes.

B) Correspondiente a sitvuaciones en las que se acumula lactato en san
gre, produciendose un disturbio en la homeostasis dcido-base, en condicio-
nes en las que existe un aporte sanguineo a los tejidos y una oxigenacién ar-
terial adecuados. Este tipo de acidosis se puede presentar asociado a ciertos
desordenes comunes: uno de ellos es la diabetes. Jervell (19), Huckabee (20)
Anderson (21) y Tranquada (18) encuentran una concentracion normal de lacta
to en sangre en pacientes diabéticos bién controlados. En contraste, Hartmann
(22), watkins (23), Marliss (24), Zimmet (25) y Arieff (26) demuestran una ele—
vada concentracidén de lactato en sangre en enfermos agudos con coma diabético

antes de empezar el tratamiento. Tambien se puede presentar asociado a leuce
27
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mia (27, 28). También se puede producir en algunas enfermedades heredita—
rias, como son la enfermedad tipo | del glucdgeno, en la que existe una defi
ciencia de glucosa 6 fosfatasa que motiva que se acumuie glucosa 6 fosfato
que deriva rapidamente hacia la via glucolitica y cuandc Ia capacidad del ci-
clo tricarboxflico para aceptar el piruvato es sobrepasada, el lactato se acu
mula en sangre (29). También ocurre en caso de deficiencia en fructosa 1-6
difosfatasa (30, 31). Por Gltimo, la acidosis lactica se puede producir por in
gestibn o administracidon de drogas u otrras substancias como son biguanidas:

fenformina (32) y metformina (33), etanol (34, 35, 3o0), fructosa (37), etc..

2.1.2.- Control de la concentracibn de lactato en sangre.

La concentracién de lactato en sangre es uin reflejo de la
cantidad de Acido lactico producido por los tejidos y de la cantidad metabo-
lizada, principalmente, por el hfgado.

Los principales procesos metabdlicos implicados en este
control son la glucolisis, gluconeogénesis, oxidacion metabblica y excre-—

ciébn urinaria.

2. 1-2-1.~ Glucolisis.

En casi todos los tejidos, excepto en tejido adiposo e higado,
la glucolisis es la ruta utilizada para producir ATP. En mlsculo los estudios
de Margaria (38) demostraron que bajo condiciones de maximo ejercicio la pro
visién de energfa via glucolisis es esencial. Bajo condiciones anaerobias el

tinico producto de la glucolisis es el acido lactico.

En hombre y rata (39, 40) la concentracidén sanguinea de
lactato estia incrementada en el periodo neonatal, llegando a ser la concen-
tracibn hepatica cinco veces superior a la normal (41). Este efecto se de-
be a la alta capacidad glucolftica de los tejidos del recién nacido, hecho

confirmado en el caso de la corteza renal (40) y que puede ser el responsa
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sable, como Krebs ha sugerido, de la capacidad del recién nacido para so-

brevivir a largos periodos de anoxia (42).

En hfgado la funcién de la glucolisis es |a conversibén de
carbohidratos en grasas mas que la produccibn de ATP. En este 6rgano la
velocidad de formacibn anaerobia de |actato se corresponde con la velocidad
anaerobia de sinteis de écidos grasos, como parece indicar el hecho de que
la velocidad de sintesis de triglicéridos en higado de rata sea muy compara-—

ble a la velocidad de la glucolisis anaerobia (37).

2.1.2.2.- Gluconeogénesis.

Mientras todos los tejidos tiehen capacidad para producir
lactato, fundamentaimente solo dos tienen capacidad gluconeogénica: higa-
do y corteza renal. Mediante este proceso se consumen principalmente lac
tato y alanina, siendo ambos compuestos vehlculos para el transporte de

unidades de tres &tomos de carbono del masculo al hlgado.

El principal punto de control de la sintesis de glucosa a
partir de lactato es la reaccidn catalizada por la fosfoenolpiruvato carbo-
xicinasa. Han sido publicadas magnfficas revisiones bibliogré&ficas sobre
este tema por M. C. Scrutton y M. F. Utter (43), J. H. Exton (44), Han-
son y cols. (45,46) y Newsholme y Start (47). Por otra parte, los princi
pales aspectos de este proceso han sido descritos con anterioridad por los

doctores Sanchez Campos (48) y Garcia Ruiz (49) en sus tesis doctorales.
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2.1.2.3.- Oxidacidn del lactato.

La velocidad de oxidacién del lactato depende mas que de
la enzima lactico deshidrogenasa de la piruvato deshidrogenasa, cuya ac-—

tividad decide si el carbohidrato pasa a convertirse en acetil-CoA o si se



resintetiza glucosa en higado y rifidn a partir de lactato.

Actualmente existe poca informacién acerca de la extensidn
en gque el lactato se utiliza como fuente de energia cuando su concentracion
es normal. Sin embargo se sabe que cuando se afiade lactato a altas concen
traciones, 10 mM, a cortes de cerebro, misculo cardiaco, mGsculo esque-
lético, testfculo, higado, rifién y retina se incrementa el consumo de oxi-——
geno por estos tejidos (50). En higado y rifién este mayor consumo pueds

reflejar la energia necesaria para el proceso gluconeogénico.

Existen dos situaciones en que la oxidacion del acido lacti
co alcanza proporciones importantes: durante el periodo neonatal, en que
los tejidos, principalmente cerebro, pueden utilizar ¢l lactato como com—
bustible, y cuando existe alteracidn en el almacenamiento de glucbgeno. FEn

esta enfermedad la degradacién de glucégeno inducida por- GJiucagbn o avuno

produce un incremento en la concentracibén de lactato en sangre.

2.1.2.4. - Excrecibn urinaria de lactato.

Jervell (19) encontré pequefias cantidades de lactato en la
orina de individuos normales. Hewlett (51) hizo notar que la excrecidn uri-
naria de lactato solo se produce cuando la concentracidén de lactatc en san-
gre excede de 4 mmoles / litro. Estés resultados y otros (52, 53, 54) su-
gieren la existencia de un umbral mfnimo renal, semejante al existente pa-

ra la glucosa.
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2.2. - GLUCONEOGENESIS Y ACIDOSIS

Como se acaba de mencionar, la gluconeogénesis tiene
lugar principalmente en hfgado y corteza renal. La mayor parte de los

estudios se han realizado en el tejido hepético.

En este tjido el control de la sintesis de glucosa se
ejerce, fundamentalmente, a nivel de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,
cuya actividad es modulada por via hormonal en relacién con los niveles
de glucosa en sangre, actuando el AMP cfclico como segundo mensajero
hormonal. El aumento en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicina—
sa (53) es debido a sintesis de nueva proteina (55), y se traduce en un fuer
te estfmulo de la gluconeogénesis. L a relacién glucemia-fosfoenolpiruvato
carboxicinasa existe incluso en ausencia de factores hormonales, como se

demuestra en hfgado perfundido.

Por el contrario en rifidén, aunque tambien es la fosfoenol
piruvato carboxicinasa la principal enzima implicada, la regulacién de la
gluconeogénesis no parece estar vinculada a la hipoglucemia sino fuerte--

mente influenciada por el estado 4cido-b&sico del organismo.

2.2.1.- Acidosis y gluconeogénesis hepética.

En experiencias realizadas en higado perfundido de rata,
con una concentracidén inicial de lactato en el medio baja, se produce lac—
tato, piruvato y glucosa a gran velocidad durante los primeros 30 minutos

de perfusidén (37), momento en que se estabiliza al alcanzarse niveles de
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concentracién similares a los encontrados en sangre de ratas alimentada:
Igual ocurre en higados perfundidos de ratas sometidas a ayuno. Sin embar
go, el hfgado de ratas alimentadas incrementa la formac i6n aerobia de lac-

tato al afladir glucosa 200 mM. Este hecho puede deberse a la saturacion de

las rutas de conversién de la glucosa 6 fosfato en glucdgenc o &Gcidos gra——

sos. En hfgado ayunado no se produce aclnulo de lactato en esias condicio
demasiado baja para

nes porque la actividad de la hexocinasa "in situ!' o5

iniciar una velocidad de glucolisis significativa.

En lo que concierne al higado, datos proccedentes de experien

cias en brganos aislados y perfundidos sugieren que bajo condiciones norma--
les solo una pequefia parte del lactato es convertido en COZ % H_:)O (57). La

mayor parte se convierte en glucosa 6 fosfato y luego en glucosa o glucdgeno.
Esta evidencia est& de acuerdo con el concepto del ciclo de Cori, en el que el
lactato producido por glucolisis en tejidos extrahepaticos es rapidamente con-
vertido en glucosa en el higado, manteniendose asf los niveles de ghlicosa san

guinea y evitandose la pérdida de un combustibie como el lactato, cuando ia

glucolisis excede al metabolismo oxidativo.

Berry (58) ha seflalado el papel central del higado en todas
las formas de acidosis lactica. A partir de datos experimentales de la pro-
duccidn de lactato por tejidos periféricos y consumo por el hfigado, concluye
que este drgano puede metabolizar més lactato del que se puede producir in--
cluso bajo condiciones de maxima produccidn por tejidos extrahepaticos. Este
autor sugiere que elacGmulo de lactato durante shock o durante hiperventilacidon
se debe no solo a la sobr‘epf‘oduccibn de lactato sino también, en gran parte, a
un menor consumo por el higado, como consecuencia de una disminucibén de la

circulacién esplacnica y hepética.



Hems muestra que la gluconeogénesis a partir de lactato en
hfgado perfundido de rata era marcadamente inhibida, cuando el pH del medio
era menor que 7.1 (59), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Lloyd (60). Tal inhibicién de la gluconeogénesis hepéatica es contrarrestada
por la infusibén de bicarbonato (60, 61, 2). Iles y col. demuestran que la inhi
bicién de la gluconeogénesis hepética por acidosis ée produce en una etaﬁa
anterior al fosfoenolpiruvato, del mismo modo, encuentran que la concentra—

cidon de oxalacetato esta disminuida (62).

L.a reduccibn en el consumo de lactato circulante por el higa-
do, puede atribuirse a los efectos que tiene un pH intracelular bajo sobre la
piruvato carboxilasa, enzima que cataliza el paso limitante de la velocidad del
proceso gluconeogénico en higado. L a piruvato carboxilasa requiere como .efeg
tor alostérico o_bligat_or‘io al acetil CoA (63) cuya accidén sobre la enzima hepa-
tica depende del pH intracelular (63, 64, 65, 66). LLa enzima de pollo es inac—

tiva " in vitro " por debajo de un pH 7.0 (50).

2.2.2.- Acidosis y gluconeogénesis renal.

En un principio se pensd que la regulacidén de la produccidon
de glucosa por la corteza renal, no diferfa fundamentalmente de la hepatica,
a la vista de los resultados obtenidos por diversas manipulaciones nutriciona—...
les y hormonales. Asf la velocidad de produccibén de glucosa y la actividad en-
sayable de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa aumentan de forma paralela en
respuesta a la administracidn de glucocorticoides (67), ayuno (68) y diabetes
( 69). Sin embargo, los trabajos de Goodman y cols. (70), pusieron de manifies
to que la capacidad gluconeogénica renal se incrementa por la acidosis metabb—
lica, demostrandose posteriormente que la regulacién tiene lugar a nivel de
la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (71, 72) pero sin mediacién directa del AMP

clfclico, y sin que este efecto parezca estar relacionado con la glucemia (73).
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El descubrimiento del incremento de la capacidad gluconeogé-
nica renal durante la acidosis metabdlica |lamb la atencidn de numerosos in—-
vestigadores, lo que origind un gran nGmero de trabajos y revisiones (74, 75,
76, 77, 78, 79, 80). La induccidn de la acidosis metabblica origina un incre-
mento en la excrecidn renal de amonio que proviene fundamentalmente de la
glutamina ( veasé figura ). La via principal de degradacién de este amino&ci--
do supone su desaminacidén a glutamato por la actividad de la glutaminasa de—-
pendiente de fosfato y la desaminacidon ulterior de glutamato a «x-cetoglutarato
catalizada por la glutamato deshidrogenasa. El o(-cetoglutarato es convertido
en fosfoenolpiruvato gracias a la actividad aumentada de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa. De esta forma decrece la concentracibn de glutamato y sus pro
ductos y se acelera la produccién de amonio por la actividad glutaminéasica.

Es importante sefialar que el glutamato es un inhibidor de la glutaminasa.

lL.a actividad de la fosfoenoipiruvato carboxicinasa controla,
por tanto, la produccibén de amonio, pero la fosfoenoipiruvato carboxicinasa
es tambien un enzima clave de la gluconeogénesis, por lo que en estas condi-

ciones aumenta tambien la capacidad gluconeogénica de la corteza renal.

Existen diferencias importantes en relacidon a los procesos
metabdlicos de produccibn de amonio y glucosa entre las especies. Asf, mien
tras que en el perro el destino principal del fosfoenolpiruvato es reciclarse
a piruvato y acetil CoA para quemarse en el ciclo tricarboxfilico (81), en la
rata existe una produccibn considerable de glucosa a partir del fosfoenolpiru-
vato (82). Por otra parte, Cahill y col. han llamado la atencién sobre la in-
fluencia del estado nutritivo del animal sobre el destino ulterior de este fosfo-
enol piruvato. Asfl, la conversidén en glucosa estarfa favorecida en condiciones
de ayuno, mientras que la combustién en el ciclo tricarboxflico serfa operati-

va cuando la glucemia fuera alta y los niveles de Acidos grasos en sangre fue-

ran bajos (83).



No parece razonable que la produccibn de glucosa por el
rifidn esté regulada fundamentalmente por las condiciones acido-basicas del
animal. Sin embargo, existen datos que apuntan en este sentido. Asf, Kamm
y Cahill han demostrado que el conocido aumento de la capacidad gluconeogé
nica que tiene lugar en el ayuno y en la diabetes no ocurre cuando se previe—
ne la acidosis metabbdlica concomitante por ingestién de bicarbonato (68). L a
fosfoenolpiruvato carboxicinasa tampoco aumenta su actividad en ratas diabé
ticas no acidbticas (84). Por otra parte,-la ingestidon de bicarbonato hace re
tornar lentamente a los valores basales la actividad de la fosfoenolpiruvato

carboxicinasa elevada por el ayuno (73).

LLa naturaleza de la activacién de la fosfoenolpiruvato carbo-
xicinasa renal que tiene lugar en condiciones de acidosis metabdlica experi---
mental provocada por la administracidn de cloruro aménico ha sido estudiada
con detalle por Flores y Alleyne (85) y por Longshaw y cols. (86, 87). Co-
mo resultado se sugirid que los cambios en la actividad ensayable de la fos
foenolpiruvato carboxicinasa en estas condiciones no se debian a sintesis
de nueva proteina, sind al menos parcialmente, a una prolongacién en la vi-
da media del enzima o a una conversién de un precursor en una proteina ac-
tiva. Con el uso de¢ antibibdticos que actuan a nivel de sintesis protéica ( ac-
tinomicina D, que inhibe la sintesis de RNA mensajero (88), vy cicloheximida,
que inhibe la sintesis de proteinas a nivel de traduccién {89),) no se ha en
contrado que estos sean capaces de suprimir el efecto estimulante de la aci
dosis metabbdlica experimental sobre la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal
(48), resultados que concuerdan perfectamente con los obtenidos por Flores

y Alleyne (85).

Recientemente lynedjiand y cols. (73) han reexaminado el me
canismo de la activacibn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa durante la aci
dosis metabblica y encuentran que el fenbmeno se debe a sfintesis de proteina

enziméatica, resefiando que dicho efecto puede suprimirse administrando cor-
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dicepina o actinomicina D en una dosis sustancialmente mayor que la utili-

zada por los anteriores investigadores.

Los résultados obtenidos en nuestro departamento en re-
lacién al ejercicio indican que el incremento de la actividad de la fosfoe-
nolpiruvato carboxicinasa y de /Ia capacidad gluconeogénica renal que tie-
ne lugar en estas condiciones se debe a la acidosis l&ctica que acompafia
a esta s.ituacién fisiolégica (48, 49). EIl papel de la corteza renal en este
caso es importante. Por un lado contribuye a la restauracién del equili-
brio &cido-bésico del organismo alterado por |la acumulacién de lactato
en sangre y, por otro, reconvierte el esqueleto carbonado del lactato en
glucosa, pudiendo esta volver a utilizarse por el midsculo como combus—-—

tible metabdlico para la contraccién.
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2.3. - ADAPTACION METABOL ICA AL EJERCICIO

2.3.1.~- L a natacidn como método para forzar el ejercicio.

La natacidon como método para el estudio de la fisiclogfa
del ejercicio tiene un gran niUmero de ventajas sobre otros tipos de ejercicio
como, por ejemplo, la utilizacién de correas sin fin (90). La natacién requie-
re solo un equipo simple y barato y, por otra parte, no es necesario ningn
entrenamiento dado que los animales de laboratorio tales como las ratas, el ra
ton y el cobaya tienen una capacidad natural para nadar; ademas de ellé, estos
animales presentan una gran tendencia a escapar para evitar ahogarse cuando
tal cosa es evidente, todo lo cual asegura un alto nivel de ejercicio. No obs—
tante hay que tener en cuenta que el cuadro metabbdlico originado por la nata-
cidon puede estar influenciado por el estrés térmico o emocional, factores que
son dificiles de eliminar y que hacen dificil, en ocasiones, la interpretacibén
de los resultados. L.a natacibén se utiliza no solo para investigar los efectos
de un ejercicio de corta duracibén, sino también para estudiar los cambios fi——

siolbgicos motivados por el entrenamiento.

Uno de los factores méas impor‘tantes, entre aquellos que in
fluyen el ejercicio forzado por la nataciébn, es la temperatura del agua.; cuando
es muy diferente de la temperatura del cuerpo del animal la duracién de la nata
cibn puede ser sustancialmente altgr‘ada. Lina temperatura por encima o por de
bajo de la termoneutralidad aumenta, logicamente, la complejidad de interpreta
cibén de los resultados porque superpone al estrés provocado por la natacidn el

estrés térmico.

La capacidad para el ejercicio varfa considerablemente de
acuerdo con el tamafio, especie y edad del animal (90). En lo que se refiere al
sexo, hay algunos estudios que indican que los animales hembras tienen mejores
condiciones que los machos tanto para los ejercicios cortos de natacibén (91) co

mo para los ensayos exhaustivos.(92).



2.3. 2. - Algunos aspectos metabblicos caracteristicos del ejercicio.

Esté perfectamente establecido que durante el ejercicio se
incrementa la glucolisis anaerobia en las células del mlsculo esquelético con la
consiguiente superproduccidn de lactato (93, 94, 95). No obstante la produccibn
de lactato varfa considerablemente de acuerdo con las condiciones del ejercicio
Yy, muy especialmente para el caso de la natacién, con la temperatura del agua.
AsT, por ejempio, Gollnick (96, 97, 98, 99) no encuentra variaciones significati-
vas de lactato en sangre en ratas después de 30 minutos de natacién en agua a
352 C. Por otra parte, Bawson y cols. (90) han determinado los valores de lac—
ticidemia en ratas que nadaron en agua a 372 C vy a 222 C. En el primer caso,
los animales fueron capaces de completar 30 minutos de natacidén sin dar sefales
de agotamiento, siendo el incremento de lactato en sangre desde 1.8 mM hasta
5.2 mM en los primeros 3 minutos, bajando hasta 2.3 mM a los 30 minutos. En
las ratas que nadaron a 222 C, el incremento en la concentracidn de lactato san-
guineo fué muy grande en los 3 primeros minutos { 10. 5 mM ), decreciendo al mis

mo ritmo que en el caso anterior.

Contrariamente a los niveles de lactato en sangre, la glu--
cemia no varfa apreciablemente durante el ejercicio muscular, sea cual sea la
' temperatura del agua (100, 101). Hay un ligero aumento a los 15 minutos (102),
apreciandose un descenso significativo solo después de 4 horas al dia de nata——
cién (101). EIl transporte de los azlicares a las células de los tejidos periféricos
parece estar incrementado durante el ejercicio a pesar del descenso en los nive-

les circulantes de insulina (103, 104)

El glucbgeno muscular se agota durante el ejercicio (105,
106, 107) sin que este efecto sea mediado por via hormonal, ya que ocurre igual
mente en animales adrenalectomizados (108). Igualmente se registra un agotamien

to del glucbégeno hepéatico (106, 107). El descenso en los niveles de glucbgeno



muscular y hepético con el ejercicic sucede tambien en la especie humana seglin

ha sido sefialado por Huliman (109).

El metabolismo lipidico durante el ejercicio ha sido menos
estudiado. Aunque la mayor parte de la energfa para el ejercicio muscular pro-
viene de los glicidos (110, 111, 112), la oxidacidn de los acidos grasos cobra

especial importancia en los animales entrenados (113, 114, 115, 116, 117, 118).

Esta bien establecido que el ejercicio se acompana de una

fuerte liberacidén de acidos grasos al plasma a partir del tejido adiposo (119).

En relacidon al metabelismo nitrogenado ha sido sugerido
que el agotamiento por natacidén en las ratas esta relacionado con los niveles
de amoniaco en sangre (120, 121, 122, 123) aunque existen algunos datos con-
tradictorios (124, 125). Existen algunos Cambioé enzimaticos significativos
producidos por el ejercicio muscular. Asf, aumentan los niveles de glutamato—
oxalacetato-transaminasa en misculo (126, 127) y ia malato deshidrogenasa he
patica (128). En cambio, no varfa la glutamato-piruvato-transaminasa (128) ni
la lactato deshidrogenasa, a pesar del aumento en los niveles plasméaticos de
esta Gitima enzima (129). L.as enzimas oxidativas ( glicerol fosfato deshidroge——
nasa y succinato deshidrogenasa ) aumentan en mGsculo e higado al igual que

los citocromos (130).

El ejercicio afecta también a la actividad metabélica del-
cerebro. Los grupos amido ligados a las proteinas origirian amonio que es fi—-
jado por glutamato para formar glutamina (131, 132, 133, 134, 135, 136). Tam
bién se afecta el metabolismo del 4 amino-butirato en el cerebro (137) durante

la actividad muscular y hay también alteraciones en los niveles de RNA (138,

139, 140).

El sistema endocrino juega un importante papel en el ejer-

cicio, sobre t:do a nivel de la corteza suprarrenal (141,142,143, 144, 145). EI
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mecanismo de la influencia adrenocortical sobre la fatiga muscular durante
la natacidén no estéa del todo clara, aunque la accién de estas hormonas so—
bre el metabolismo glucfdico puede ser muy significative. Como se sefald
anteriormente los niveles de glucosa en sangre permanecen constantes du-
rante el ejercicio en animales intactos. En cambio la glucemia desciende
notablemente en animales adrenalectomizados (146) y se ha observado Gue

la disminucién de la capacidad de trabajo muscular en estos animales se re-
laciona con los niveles de glucemié (147, 148). Los glucocorticoides son ne—
cesarios para la induccidn de numerosas enzimas que juegan un importante
papel en la gluconeogénesis y, por tanto, en el mantenimiento de los nive——

les de glucosa en sangre durante la natacion (127).

L.a médula suprarrenal forma asfi mismo parte del esque ~
ma fisioldgico del ejercicio, contribuyendo a la movilizacién de los acidos
grasos a partir del tejido adiposo (149). Por otra parte se registra un des—
censo en los niveles circulantes de insulina (55) y un aumento en la pf‘oduc—
cidon de glucagbdn (150), condiciones todas favorables para la gluconeogéne-
sis.

L as consecuencias del entrenamiento sobre el metabolis—
mo son tambi&n muy amplias: hay cambios en los niveles de enzimas en el
miocardio - lactato deshidrogenasa (99) y aldolasa(151) -, decrecen los ni-
veles de colesterol en sangre (152, 153, 154) y la cantidad de grasa en el
higado (155), se inducen la hexocinasa (156), creatinfosfato cinasa (157) y

glucbgeno sintetasa (158) en mUsculo. .. etc.

El incremento de la gluconeogénesis renal por el ejercicio
- - 2
ha sido sefialado en nuestro departamento y se ha citado en una seccidn ante-

rior.
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I11. - PARTE EXPERIMENTAL



lll. - PARTE EXPERIMENTAL .

3.1.- MATERIAL

3.1.1.- Especie ensayada

L.as experiencias se han realizado con ratas hembras raza
Wistar, de peso aproximado entre 150 y 200 gramos, alimentadas con dieta

estdndar y que han sido suministradas por el servicio de animales de la Uni

versidad de Granada.

Los animales se mantuvieron, al menos una semana, con luz
artificial que se encendia a las 7 h. y se apagaba a las 19 h., en una habita-

cidn termostatizada a 22° C.

3.1.2. - Material usado en las diferentes técnicas .

L as pesadas se realizaron en Balanza Mettler H 20 T (p. ma-
ximo = 160 g £0.01 mg).
v Para la medida del pH se utilizé un pehachimetro Beckman
Expandomatic SS-2 (pH 0.005).
L.os cortes de corteza renal se realizaron con un microtomo

manual CA. Thomas Co, Filadelfia, (USA) y cuchillas de acero n? 7, 120 D.

L a homogenizacidn tisular se realizd en un aparato tipo

It Potter " mecanico (MSE) de vinilo-vidrio.
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L as centrifugaciones en frio a gran velocidad se realizaron

en centrifugas refrigeradas BECKMAN J 21 B y BECKMAN L3 - 50.

En los dembs casos se utilizaton centrifugas angulares mo-

delo "Piccolo! de la firma Martin Christ.

Para la agitacidén de los tubos se empled un agitador Whirli-

mixer de la firma Fisons Scientific Apparatus Limited (Inglaterra).

Las incubaciones se realizaron en bafios termostatizados del

tipo Tecam Tempunit (Precisién £ 0. 12C).

L.as incubaciones de los cortes de tejido de corteza renal se

realizaron en aparatos Gall‘ekamp, I1+H-350.

L.as incubaciones para la determinacibn de la actividad de la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa se realizaron en un incubador Grant SS 30,

La adicibén de sustratos y enzimas se realizb con micropipetas
"EMIL WORKS!" de enrase automético por estrangulamiento {auto Cero High

Prciision}) y con micropipetas autométicas.

Las lectiiras colorimétricas en la zona entre 440 v 660 nm se
realizaron en un fotocolorimetro Bausch-l_omb modelo Spectronic — 20.
Las medidas espectrofotométricas a 340 nm se realizaron en los espectro-—
fotémetros: Hitachi Perkin-Elmer mod. 139 y Unicam SP 1.700, ambos
con registrador gré&fico incorporado y compartimento de cubetas termosta—

tizado. Se utilizaron cubetas TSL de 1 cm de espesor.
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. . 14 .
LLas determinaciones de C se realizaron en un contador

de centelieo liquido, Espectrbdmetro C.L. Philips Modelo PW 4510.

Los catéteres utilizados para canular la yugular a las ra-

tas fueron Eimal Cannulen de la marca Braun.

L.a bomba de infusién utilizada fué una Peristaltic pump mo-

delo 603 de Indrustias e instrumentacién.

En la técnica de congelado instantdneo se utilizé : Un vaso
Dewar de 25 1. paha contener el nitrégeno liquido. Pinzas de aluminio
disefladas al efecto. Vaso cilindrico de 10 |. de capacidad para contener
el nitrbégeno liquido de uso inmediato en el enfriamiento de las pinzas .
Vaso Dewar de un litro de capacidad para las adiciones frecuentes de ni-
trogeno liquido a los morteros de porcelana con pistilos de mismo mate-

rial.

La di4lisis de la Malico deshidrogenasa se realizb en tubo

especial tipo Wisking Tubing 8 / 32.

L.os gaseos se han realizado con bombonas de carbbgeno

% T COZ) (95 : 5) y de 002 puro.

2

3.2.- PRODUCTOS

En la preparacidn de tampones, soluciones salinas y demés
reactivos generales se han utilizado productos PROBUS (Espafia). CAR-

LO ERBA (ltalia) y MERCK (Darmstad, Alemania).
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El hidrato de hidrazina v el indicador universal interno

procedian de la firma BDH Chem. L TD (Poole, Inglaterra).

LLos sustratos, enzimas y coenzimas utilizados procedian
de las firmas Sigma Chemical Co (USA) y Boehringer {Mannheim, Ale-
mania).

La heparina procedia de los laboratorios Leo (Madrid), la
ortodianisidna procedia de Fluka, Ab. ‘Busch S.G. $<Ji4;;. El nembutal,
cortesia de los laboratorios ABBOT. L.a adrenalina procedia de los labg

ratorios L lorente.

3.3.- METODOS

3.3.1.—- Tratamiento de los animales de experimentacion.

3.3.1.1.- Ayuno.

l_os animales fueron separados en jaulas v privados de ali-

mento, pero dejandoles libre acceso al agua durante 24 horas.

3.3. 1.2.- Ejercicio.

Las ratas fueron forzadas a nadar en recipientes de plésiico
con capacidad de 50 litros, llenos de agua a 22°C hasta una altura adecua-

da, de forma que no pudieran descansar en el fondo ni asirse al borde.

Se han empleado distintos tiempos de natacién 15, 30, 60, 90

y 120 minutos.
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3.3.1.3.- Bicarbonato sbdico

El bicarbonato sédico se administré en dosis de 10 ml
de solucibn 0.2 M por intubacibn gastrica con una jeringaprovista de
una canula de plastico, 30 minutos antes del comienzo del ejercicio.
A los animales controles se les administré una dosis de 10 ml de solu-

cibn salina por el mismo procedimiento.

3.3.1,.4.~ Adrenalectomia -

La operacidén se ha llevado a cabo bajo anestesia con &ter
pof‘ escisidn bilateral dorsal. LLos animales operados han sido manteni-
dos una semana antes de ser utilizados, bebiendo solucibn salina al 0.99,.
Paralelamente se han efectuado controles sometidos a idénticas oper‘acién-

pero sin extirpacidn de adrenes.

3.3.1.5.~- Infusibn de Acido lactico

La infusibn de &cido lactico a distintas dosis: 2, 4, 8 mmoles
-1 "
x Kg de peso a una velocidad de 0.0514 m| x min 1, se ha realizado

por medio de un cateter que se introdujo en una de las yugulares externas.

A los animales controles se les infundid el mismo volumen de
solucién salina 0.9 % por el mismo procedimiento. E| tiempo que durd la in-

fusidén oscild entre 9 y 7 minutos dependiendo del peso de los animales.

3.3.1.6. - L_actato sédico

: . ; -1
A los animales se les infundieron 4 mmoles x Kg de peso de
lactato sbdico por el mismo procedimiento que el indicado en el apartado
3.3.1: 5.
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3.3.1.7.- Adrenalina

A las ratas se les infundieron distintas dosis de adrenalina
-1 ; o L
5, 10 pugr x Kg de peso, por el mismo procedimiento que el indicado

en el apartado 3.3.1.5.

3.3.2.- Determinacién de la capacidad gluconeogenica de corteza renal

Se ha empleado €l método de Krebs y col (15¢) que ha sido
puesto a punto y descrito detalladamente por J. P. Garcla iz en su

Tesina de Licenciatura (160).

El método consiste en la incubacibn de cortes de la corte-
za renal en un medio de Krebs~Henseleit (161) durante una hora dindo-
le una agitacidn que favorece el contacto del iejido con el sustrato pues
to en el medio, en todos los casos, lactato 10 mM, y el gas carbbdgeno
para su respiracidén. Los Ifquidos resultantes de la incubacitn se des—
naturalizan y neutralizan y se determina en ellos la glucosa producida
como se indica a continuacidén. L.os resultados se expresan en umoles
de producto producido durante la hora de incubacién por gramo de te-
jido seco. Para ello es necesario pesar los cortes correspondientes a

la incubacidn una vez desecados en una estufa a 702C.

3.3.2. 1. - Determinacidn enzimatica de glucosa

L_a determinacidn de glucosa se ha realizado con el método
enzimético de la glucosa-oxidasa-peroxidasa, usando como crombgeno

la O-dianisidina.



la técnica ha sido descrita por Bergmeyer y col. (162)
La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacidn de la glucosa y por la

peroxidasa (POD) el H 0'2 formado se descompone en HZO y oxfgeno

2
atbmico que oxida al crombgeno.

GOD

-D Glucosa+H20 + O2 ——————= Acido D-glucdnico + HZOZ
POD
H,0 >H,0 + 1 o,

O-dianisidina (red) ——————= O-~dianisidina oxidada

La O-dianisidina oxidada, presenta un color que absorbe
a 440 nm. L.as pequefias cantidades de w— D glucosa que puedan existir
en las muestras tambien se determinan al estar la GOD comercial acom-

pafiada de pequefias cantidades de mutarrotasa.

a) Reactivos

Tampbn Fosfato, Tris-CIH 0,2 : 0, 1TMpH 7.3
Suspensibn de 6—Dianisidina en etanol de 95% al 1% p/v
Solucién estandar de glucosa 0, 2 mM.

Glucosa-oxidasa (GOD) (E.C. 1.1.3.4.) comercial, 9,3 mg
para 75 ml de mezcla enziméatica

Peroxidasa (POD) (E.C. 1.11.1.7.) comercial , 3 mg para

75 ml de mezc!é enzimética.
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Mezcla enziméatica: se prepara mezclando 9, 3 gy de
GOD, 3 mg de POD, 0,5 ml de la suspensitn de O-dia~
nisidina y se completa con tampdn fosfato, tris-CIH has-

ta 75 ml.

b) Técnica

Se preparan los siguientes tubos con las cantidades Si-

guientes:

Blanco S1 S2 S3 Muestra
Solucibn estndar de glucosa - 0.5mi 0, 75ml 1mi -
HZO 1ml 0, 5ml O, 25m! —— -
Muestra neutralizada - -~ - - 1ml
Mezcla enzimética 2, 5ml 72, 8ml 2, 5ml '2,5m1 2,5ml

Se incuba una hora a 372C y se determina la D.O. existen-—

ten en cada tubo a 440 nm.

c) Céhlculos

Para hallar los umoles de glucosa de la muestra es necesa-
rio representar una recta patrdn con las densidades épticas de los es-
tandar y sus respectivas concentraciones de 0. 1, 0.15y 0. 2 jmoles
de glucosa. Asi se obtienen losumoles de glucosa existente en 1 ml de

muestra neutralizada.
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Los calculosson diferentes dependie_ndo de que la muestra
proceda de una toma de sangre, del medio de perfusion hepatica o del
Ifquido de incubacibdn de los cortes de corteza renal, teniendo en cuen-
ta el volumen de que proceden y la neutralizacidén o dilucién realizada

en cada caso, vy la expresidn a que se quiere referir el resultado.

iotn de actividades

3.3.3. - Tratamiento de los tejides para la determinac

enziméticas.

3.3. 3. 1. - Glucosa-6-fosfatasa

En la determinacidn de ia act-ividad enzimébtica de la gluco-
sa-6-fosfatasa de hfgado y corteza renal se han homogenizado 50 mg de
tejido fresco exactamente pesados con 2 ml de tampdn citrato 0,1 M
pH 6.5 en un Potter Elvehjem mecanico, vinilo-vidrio en frio. El homoge-
nizado se filtra por una torunda de gasa. En el filtrado se determina la co

rrespondiente actividad enzimética. El filtrado mantiene su actividad glu-

cosa 6 fosfatasa por un espacio de 2 horas cuando se conserva en frio.

3.3.3. 2. - Fructosa difosfatasa, L actico deshidrogenasa, piruvato cinasa

y fosfoenolpiruvato carbexicinasa, método espectrofotométrico,

En la determinacidn de la fructosa 1-6 difosfatasa, lactico
deshidrogenasa, piruvato cinasa y fosfoenolpiruvato carboxicinasa de
higado y corteza renal se ha homogenizado 100 g de tejido fresco pesa-

dos con exactitud con 1 ml de tampdn Tris-sacarosa 0,01 :0, 25M en

Ut
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un Potter Elvehjem de tipo mecéanico, vinilo-vidrio, en frio. El extrac-
to obtenido se centrifuga a 38.000 x g y 42C durante 3U min. En el so-
brenadante se determinan las actividades de FDP-asa, LDH y PEPCK

como se describe en las secciones correspondientes a cada enzima.

3.3.3.3.-Fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Metodo isotopico.

En la determinacidn de la actividad enziméatica de la fosfoe-
nolpiruvato carboxicinasade Hfgado y corteza renal por el método iso-
tbpico, se ha homogenizado 250 mg de tejido fresco pesados con exac-
titud con 5 ml de tampdn Tris- sacarosa 0,05 : 0, 25 M en un Potter-El-
vehjem de tipo- mecénico, vinilo-vidrio, en frio. El extracto obtenido se
centrifuga a 105.000 x g y 4°2C durante 45 min. En el sobrenadante se de-

termina la correspondiente actividad enzimética.

3.3.4. - Determinacidn de actividades enziméticas

3.3.4.1. - Determinacibn de la actividad enzimética de la glucosa 6 fosfa

tasa.

La actividad de la glucosa-6-fosfatasa se determina por la
cantidad de fosfato liberado en presencia de giucosa 6P a pH 6.5 vy

37°C seglin Harper (163) .

Glu-6-Pasa
Glucosa 6P > Glucosa+Pi

«——Molibdato ambnico -

Complejo coloreado
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a) Reactivos

Tampbn citrato 0, 1M pH 6, 5

Solucibn extemporénea de glucosa 6P al 339,

Acido tricloroacético al 10 9

Solucidn estandar de fosfato 5 x 10 4 M

Agente reductor ANSA (&acido 1-amino, 2-naftol

4— sulfbnico) 0.56 M.

Homogenado ob-tenido seglin se refiere en la seccibn 3.3.3.1.

Solucibn de molibdato aménico al 0, 36% en medio sulflrico.

b) Técnica

L.a reaccidn se realiza en tubos de ensayo dispuestos en un
bafio a 372C con agitacién. Es necesario preparar un blanco por cada
muestra y un ciego por cada serie de experiencias. E| homogenado se
obtiene segln la seccién 3.3. 3. 1. Los reactivos se adicionan en el or-

den y cantidad que indica el siguiente protocolo:

Muestra Blanco Ciego
Homogenado ) 0.1 ml 0.1 ml -
-Tampdn citrato - o 0.1 ml

Se agitan en el bafo a 37°2C durante
5 minutos y se afade lo siguiente:
Tampbdn citrato ‘ - 0.1 ml -

Glucosa 6P 0. 1ml - 0.1 ml
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Muestra  Blanco Ciego
Se incuban durante 15 minutos
esactamente medidos en el bafio con
agitacién a 37 °C.lL_a reaccibn se para
por adicibdn de acido tricloroacético

Acido tricloroacético 10% 2 mi 2 ml 2 ml

L os tubos se centrifugan a temperatura ambiente a 4. 500

r.p. m. durante 10 min. En el sobrenadante decantado se hace la de-

terminacidn de Pi

L.a determinacidn de fosfato inorganico se ha realizado se-
gln la técnica de Fiske y Subarrow (164). siguiendo el orden indicado

en el siguiente protocolo:

Muestra Blanco Ciego Sténdar
Molibdato : 5 mi 5 ml 5 ml S mil
Sobrenadante 1 ml 1 ml 1 mli -
S. estandar de fosfato - - - 1 ml
ANSA 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

Los tubos se mantienen 20 minutos a temperatura ambiente
y se realiza la lectura colormétrica a 660 nm. EIl cero se ajusta con el

ciego vy se lee la D.O. correspondiente a cada tubo.

c) Céiculds

L_a actividad de la glucosa 6-Pasa se expresa en nmoles de

. =1 -1 ..
fosfato liberados x min X gramo de tejido fresco.
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Para el calculo se tienen en cuenta las diluciones sufridas

~por el proceso de modo que se hace segln lo siguiente:;

(0.0. =-D.O., )

nmolesxg-] X min_] = " Bl.x0,5x2,2x ,IOOO
15 x M x 25
D. O'»St
Siendo:
D.O.M = Densidad 6ptica del problema
D. O'Bl= Densidad éptica del blanco
D.O. St= Densidad 6ptica del estandar d.e fosfato
0,5 = pMmoles de fosfato existente en un 1 mi de
solucibdn estandar de fosfato
2,2 = Volumen final del tubo en que se realiza
la reaccidn enzimética
15 = Minutos que dura la reaccibén
1000 = Para expresar la actividad por gramo de
tejido fresco
vV = 0, 1 ml de muestra homogenado
25 = mg de tejido fresco en 1 ml de homogenado

- 3.3.4.2. - Determinacidn de la actividad enzimatica de la lactato deshi -~

drogenasa

La determinacibn de la actividad enzimatica de |a lactato
deshidrogenasa (LLDH) ha sido realizada segln el método de Bergmeyer

y col. (165) cuyo fundamento es el siguiente:

n
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Piruvato + NADH — — » Lactato + NAD

a) Reactivos

Tampdn fosfato 0,05 M, pH 7.5

Soluci(’)n' extemporanea de NADH 8 x 10—3 M

Solucidn extempor&nea de Piruvato sbdico 1 x 10~ M
Extracto, obtenidp segin 3.3.3.2. vy se ha hecho una
dilucidon en tampdn Tris- sacarosa 0,01 : 0, 254, pH 7.4

al 1/100 antes de la determinacion enzimfitica.

_b) Técnica

l_as cubetas se ;.i"eparan con las soluciones antes citadas

y en las cantidades siguientes:

Muestra Blanco
Tampdn 2,91ml 3.00 mi
Piruvato 0, 10mli 0,10 ml
NADH 0, 05ml 0,01 mli
Extracto 0.05ml —

Las lecturas se hacen a 25°C vy 340 nm. Se anotan los

descensos del AE/min, durante seis minutos.

c) Calculos

La cantidad de lactato producido en nmoles gor milfgra-

mos de proteina y minuto, expresa la actividad de esta enzima:



AExV

nmoles. x mg»1 x min~  — 3 x 1000
10 x ExdxvxP

AE = Valor medio del incremento de la D.O. en un minuto.

V = VVolumen total de la cubeta.

6 2 - "
£ = 6.22 x 10 cm”/ mol = coeficiente de extincion molar

aproximado del NADH a 340 nm.

fi

d = Espesor de la cubeta.

fl

v = 0.050 m| de homogenado.
1000 = para expresarlo en nmoles.

P = mg de proteina x ml de homogenado.

3.3.4.3. - Determinacién de la actividad enzimatica de Ia fructosa 1-6

difosfatasa

L.a determinacidn de la actividad de la fructosa 1-6difos—
fatasa se ha realizado seglin Mendicino (166). El método seguido esta
basado en tres reacciones enzimaticas en cadena, siendo ia desenca-
denante la catalizada por la fructosa 1-6 difosfatasa y la Gltima la cata-
lizada por la glucosa-6-P deshidrogenasa ligada al sistema NADPY

. NADPH. Estas reacciones son:

FD Pasa

Fructosa 1-6 dP — 5 Fructosa-6P <+ Pi

PHI
Fructosa-6pP » Glucosa-6R
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Glu-6-PDH

Glucosa-6P ————— — 3 ac. 6P-glucbnico
/ \\
2 N\
NADP NADPH 4 H 7

L,a aparicién de NADPH seguidc espectrafoiongiricamente
a 340 nm nos va a referir cuantitativamente la activid..d de la enzima

desencadenante del proceso.

a) Reactivos

Tampdn glicocola 0.04 M, pH 9.4

Solucibn de CI2 Mn 0,5 mM

Solucibn extemporanea de NADP' 0, 5 mM

Solucibn extemporanea de FDP 1 mM

Fosfohexosa isomerasa (E.C. 5.3.1.9) {PH!) 10 JuE
por determinacidon

Glucosa-6-P-deshidrogenasa (E.C. 1.1.1. 4.96) 20 ).Jl.
por determinacidon

Homogenado obtenido seglin se reficre en la scocibn

3.3, 3. 2.
b) Técnica

Para cada serie de experiencias se preparan las siguientes

cubetas con el contenido que a continuacidn se expresa:
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Muestra Blanco

Tampbdn glicocola 2.72 ml 3. 10 mi
Clen 0.10 ml -
FDP 0.10 mi -
NADP 0.10 ml -
PHI 0.01 mi .
Glu-6-PDH 0.02 mi -
Homogenado 0.05 ml

L.a determinacién se hace a 340 nm vy 25°C. Se anota el

AE/min. de los seis primeros minutos de la reaccibn,

c) Calculos

La actividad de la FDP-asa se expresa en nmoles de fructo-—
sa 6 P producidos por minuto y miligramo de proteina. L.os caliculos se reali—

zan de igual manera a los citados en la seccidn 3. 3. 4. 2.

3.3.4. 4. - Determinacibn de la actividad enzimética de la Piruvato cinasa

La actividad de la piruvato cinasa ha sido determinada espec—
trofotcmetricamente midiendo la desapariciéon del NADH seglin el método descrito

por Carbonelss (167).



ADP ATP
b
~_PK // Ly

Fosfoenolpiruvato = Piruvato —— = l_aciato
K" /// g
e +
NADH+H NAD

a) Reactivos

Tampdn imidazol 0.2 M pH 7

Solucibn de CIK 2 M

Solucién de CI Mg 0.1 M

Solucibn extemporanea de NADH 20 mM
Solucibn extemporanea de PEP 0. | M
Solucibn extemporéanea de ADP 0.1 M

Lactico deshidrogenasa LDH (E.C.1.1.i.27.)
b) Técnica

Para cada serie de experiencias se preparan las siguientes

cubetas con el contenido que a continuacidn se expresa

Muestra Blanco
Tampdn 0.75 mli 3.10 m!
CIK 0.25 ml -
NADH ; 0.10 mli 2
Cleg 0.15 ml =
LDH 10 unidades -
HZO 1.50 ml -
ADP 0. 20 ml =
Extracto 0.05 mi -
PER 0.10 mi 7 -
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La reaccibn empieza con la adicién del PEP, se anota

el AE / min.

c) Célculos

La actividad se expresa en umoles de sustrato transforma.

.o=1 -1 .
do x min X mgr de proteina.

3.3.4.5. - Determinacidn de la actividad enziméatica de la fosfoenolpiru -

vato carboxicinasa seglin el método espectrofotométrico

L a determinacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
y e : . ; ; 4+
en la direccidén carboxilante con el sistema mélico deshidrogenasa -NAD /
NADH acoplado, se ha realizado por el método puesto a punto en nuestro

Departamento por Pilar Antonio Oriola (168), descrito en su Tesina.

L.a carboxilacibén enziméatica del PEP se realiza con CO3HNa,
utilizando IDP como nuclebtido coenzimatico y Clz Mn como efector. Para
proteger los grupos -SH de la enzima se adiciona el medio glutation re-
ducido. ElI OAA formado se reduce a malato en presencia de NADH y m&-

lico deshidrogenasa.

PEPCK
PEP + CO, H + IDP —— & 0AA + ITP
2+
Mn
— NADH
MDH
—s NADY
¥

MAL

)]
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a) Reactivos

b) Técnica

Tampdn Tris—-Clorhidrico 0,01 M, pH 7. 4

Tampdn Fosfato sbdico 0,01 M, pH 7.5

Tampbdn Tris-sacarosa 0,01 :0,25M, pH 7. 4

Solucién de ClI Mn 1 / 33 M

Solucibn extemporanea de fosfoenolpiruvato 1 /33M
Solucidn extemporanea de IDP 1 / 33 M

Solucibn extemporanea de glutation reducido (GSi+) 0,01 M
Solucibn extemporénea de CO3H?‘--Ia 0,1 M gaseada con
carbbdgeno momentos antes de llenar las cubetas /
Solucidn de CO3HNa 0, 1 M gaseada con carbbdgeno
momentos antes de llenar las cubetas

Malico deshidrogenasa (MDH) (E.C. 1. 1.1.37) dializada en
1/200 m! de tampbdn fosfato sbdico 0,01M, pH 7.5 durante
12 horas.

Extracto obtenido segn la seccién 3.3.3.2( al 1 /10 en

tampdn Tris~ sacarosa 0,01 : 0,25 M, pH 7. 4)

Se preparan las cub.etas seqgln el siguiente i ctocolo:;
Muestra Blanco
Tampbn Tris-CiH 1.00 ml 1.00 ml
C!zMn 0.10 ml 0.10 ml
PEP 0.10 ml 0. 10 ml
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Muestra Blanco

IDP 0.15 ml 0. 15 ml
; HZO destilada 0.80 ml 0.90 ml
GsSH 0.20 ml 0. 20 ml
CO3HNa 0.50 ml 0. 50 ml
NADH 0. 20 mi 0.15 m!
MDH 0.01 ml ’ 0.01 ml
Extracto 0.05 ml -

Todas las cubetas asl preparadas se gasean por espacio
de 1 minuto con CO2 antes de la adicion de la mé&lico deshidrogenasa vy
el extracto. L.a lectura espectrofotométrica se hace a 340 nm y 302C
anotando el descenso de la densidad éptica por minuto por un espacio

de seis minutos.

c) Céalculos

La actividad se expresa enpmoles de OAA producidos por
minuto y mg de proteina. L.os calculos son similares a los descritos en

la seccibn 3.3.4. 2.

3.3.4.6. - Determinacidn de la actividad enziméatica de la fosfoenolpiruva-

to carboxicin asa seglin el método isotépico.

La determinacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en
la direccidn carboxilante con el sistema malico deshidrogenasa —NAD+/
NADH acoplado se ha realizado por el método isotbpico modificaciébn (169)

parcial de Changy L ane (170).
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La carboxilacién enzimitica del FEP se reuliza con b

CO3 HNa 3
carbonato sbdico : utitizando IDP como nucliedtido

14COaHNa 2

coenzimético v Clen como efector.

El OAA formado se reduce a malatoe en presaoncia de
NADH y mélico deshidrogenasa. lLLa radiactividad incorporada en este
Gltimo se mide en un contador de centelico ITquido.

PEPCK

PEP+CO3H~+*CO3H_+ IDP >oa2¥ L+ e
an
//"”‘ 5 NALJ"_E
7
MDH |
\\
T NADY
v

ma¥
a) Reactivos
Tampdn Imidazol T M, pH 6.6
Solucibn de Clen 0,02M
Acido Tricloroacético al 16 %
Solucibn extemporéanea de IDP 25 wM
Tampdn Tris-sacarosa 0.057: 0. 25 M, pH 7.0
DTT
CO_HNa
14 =
CO3 HNa comercia!
NADH
PEP
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Mé&lico deshidrogenasa comercial

LTquido de centelleo:

Tolueno 500 ml
PPO 3. 125 g
POPOP 0.3 g

b) Técnica

El extracto se obtiene segln la seccidn 3.3.3.3. (al 1/20

en tampdn Tris- sacarosa 0.05: 0.25M pH 7.0).

LLa reaccibn se realiza en tubos de ensayo dispuestos en un
bafio a 372C con agitaciébn. Es necesario preparar por cada muestra dos

tubos y dos blancos.

Se prepara un cocktail del cual se adicionan 0.9 m| a cada
cubeta, y que lleva todos los reactivos, excepto el IDP, en las siguientes
cantidades: Tampbn Imidazol 100)Jmoies, Cleh 2pmoles, DTT 3.8 pmoles,
CO3HM 30. umoles, 14C03H_ 20 pmoles, NADH 2.5 ymoles, PEP 1. S pmoles

MDH 2 unidades, todo ello en un volumen de 23 ml.

L_os reactivos se adicionan a la cubeta de la siguiente forma:

Muestra Blanco
agua destilada ' i - 0.05 ml
1DP 0.05 mli -
cocktail 0.90 ml 0.90 ml

Se mantienen en el bafio a 372 C, bajo campana, durante unos minutos.

Extracto 0.05 ml 0. 05ml



; Muestira
Se incuban durante 10 minutos

exactamente medidos en el bafio
con agitacién a 372C. La reaccidn
se para por adicibn de

Acido Tricloroacético 10 % 0.50 ml 0 50 m!

Paralelamente se han preparado dos esténdar en sendos

viaies seqglin el siguiente protocolo:

Cocktail 0.05 ml
LTquido de centelleo 10 ml
Etanol absoluto 2. 5ml
Hidroxido de Hiamina 0.065 il

lL_os tubos donde se ha producido la reaccién se gasean
con CO_durante tres minutos con abundante burbujeo, en cabina de ga-

L

ses, para desprender el exceso de bicarbonaiao.

A continuacibn se centrifugan a 2. 500 r.p.m. durante
diez minutos. Del sobrenadante se toman 0.5 ml y se llevan a un vial.

Se desecan en vacio hasta un volumen arpoximado de 0. 2 mi.

Se preparan a continuacidn los viales segln el siguiente

protocolo:

Muestra desecada 0.2 mi
Lfquido de centelleo 10 mil
Etanol absoluto 2.5 mi
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Se agitan los viales y se mide su radiactividad en un

contador de centelleo Ifquidd.

c) Célculos
L.a actividad de la enzima se expresa en Mmoles de OAA

producidos por minuto y por miligramo de proteina.

{(Dpm muestra -Dpm blanco) x 1. 5x2.775
wi ¥ 4

. =1 .
/umoles X min X mg deproteina =

Dpm esthndar x mg proteina x0., 5x0.05x10

Dpm = Desintegracibén por minuto

2.775 = umoles de ']4CO3H-en el estandar

1.5 = Volumen final del medio de reaccidn

0.5 = Volumen del medio de reaccidn llevado al vial
0.05 = Volumen del extracto utilizado

10 = Tiempo de reaccidn en minutos.

3.3.5.- Tratamiento de la sangre para la determinacibn de metabolitos

La sangre fué extraida de la aorta abdominal de ratas anes—
: ' 5 <. -1 o Lo e
tesiadas con pentobarbital sédico 60 mg x Kg de peso & con eter etilico,

con una jeringa heparinizada.

Se toman 0. 5 m! y se desnaturalizan con 4 mi de acido per—

clérico al 2 % (V/V)

Posteriormente se centrifuga la muestra vy se neutraliza con

indicador universal interno.

69



3.3.6. - Determinacidon de metabglitos en sangre

3.3.6. 1.~ Determinacibn de glucosa en sangre

De la muestra preparada como se indica en la seccidn 3.3.5

se toman 0. 2ml y se completa hasta 1 m! con agua destilada.

l.a determinacién se realiza como se indich en la seccion

B de2n 1.

L.os resultados se expresan en jimoles de glucosa existen—

tes en 1 ml de sangre.

3.3.6.2.~ Determinacidn: de lactato en sangre

l_a obtencidn y tratamiento de las muestras se ha descriio

anteriormente, seccibn 3. 3. 5.

L_a cantidad de lactato se determina obsarvando espectrofoto-~
metricamente la formacidn de NADH paralela dl consumo de factato por ia
lactico deshidrogenasa a pH 9.5 . El procedimicnto ha sido desaorito por

Hohorst vy col (171},
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o LD X 3
L-lactato + NAD® —— Piruvato + NADH + '
a) Reactivos
Tampbdn Hidrazina: glicoce « 0.9 M, plH 9.5

Solucibn extemporansa de NAD i 0.5,
| _actato deshidrogenasa {(LDH) (E.C.1.1.1.27)

comercial.



b) Técnica

L.as cubetas se preparan con las siguientes cantidades

de reactivos:

Problema Control Blanco
Tampbn ©1.50 m! 1.50 ml 1.50 ml
NAD* 0.40 ml 0. 40 ml 0. 40 ml
Muestra B " 0.20 ml - -
Agua destilada 1.00 ml! 1. 20 m! 1.20 ml
LDH 0.01 ml 0.01 mi -

El curso de la reaccidn es detectado espectrofotometrica

mente midiendo a 340 nm el A E debido a la formacién de NADH.

c) Céhlculos

Los umoles de L~lactato por ml de sangre, vienen dados

por la expresidn:

-1 ( AE- Add) x V
/umoles X mi de sangre = —- e X F] x F

100 xExd x v

siendo :
(A E- A@) medida del incremento de densidad dptica
VV = volumen de la cubeta
£ = coeficiente de extincidn molar aproximado del NADH.
d = espesor de la cubeta
v = volumen de la muestra
F_= factor de neutralizacidén

F = factor de dilucibén
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3 3.6, 3. - Determinacidn de 3--hidroxibutirato en sangi ¢

Se ha utilizado el método enzimatico descrito por D.H.
Williamson v J. Mellanby (172}, consistente en la cdacion de 3-hi~-
droxibutiraio por la enzima 3-hidroxibutirato deshidreogenasa (3--HBDH)

y NAD.

. . : 3-HBDH
3_Hidroxibutirato + NAD-———————3> Acetoacetato -~ NADH + Yt

En presencia de hidrazina el acetoacelalo gue va forman—
dose es eliminado del medio de reaccién en forma de hidrazona v la reac~

cibn ocurre cuantitativamente de izquier ' . derecha.

a) Reactivos

Tampbdn Tris 0,1 M, pH 8,5

Tampbdn Tris-hidrazinapH 8,5

Se prepara mezclando 1 ml de hidrato de hidrasina, 20 mg

de ERTA —-NazH -2 HZO’ 5 m! de CIH 1M v 14 m! de tampbdn tris 0. 2M

2
Debe prepararse cada dia.

Solucisn /} -NAD 14 mM
3-Hidroxibutira:- dcs?;i‘drogenasa {3=-HEBDH)

E.C.1.1.1.30

b) Técnica

Se preparan las cubetas siguiendo el protocolo:
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Muestra Control . Blanco
Tampdn Tris-

hidrazina 1 ml 1 ml 1 mi
Solucibn NAD i 0.1 ml 0.1 ml —_
Muestra 2.0 ml I -
HZO - : 2 ml 2 ml

3-HBDH 0.010 ml 0.010 ml o

Se mide el cambio de extincibn a 340 nm y temperatura

ambiente hasta estabilizacibn.

c)} Céalculos

L.as cantidades de 3-hidroxibutirato se expresan en Jmo-—

les existentes en 1 ml de sangre.

3.3.6. 4.~ Determinacibdn de acetoacetato en sangre

El acetoacetato se ha determinado por reduccibn enziméatica
a 3-hidroxibutirato mediante la enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa
segln el método de S. Mellanby y D.H. Williamson descrito en la seccibn

anterior.

-

a) Reactivos

Tampbn fosfato 0.1 M; pH 7.0
Solucibén de (3 -NADH 6 mM
3-Hidroxibutirato deshidrogenasa (3-HBDH)

E.c. 1.1.1.30)
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Pipetear en las cubetas:

: _Muestra Contral 1Co
Tampbdn fosfato 1.0 ml 1.0 mi 1.0 mi
NADH : 0.1 ml! 0.1 m! 0.065 ml
Muestra 2,0 mi Ea. —
HZO S - . 2.0 mi 2.0 ml
3-HBDH . 0.010 mi 0.010 m! -

E! descenso de extincidn debido a la oxidacidn del NADH
_es proporcional a la cantidad de acetoacetaio presente. Medir a 340

tm y a temperatura ambiente.

c) Céiculos

l.os calculos son iguales a los de la seccién
LLos valores obtenidos se expresan en Hmoles de acetoacerato pormi
de sangre.

3.3.7. - Determinacién enzimética de las concentracionas "in vivo! de

metabolitos intermediarios del proceso gluceoneogénico.
s e e et s o v s b e M e e et e nJ_, s N s

3.3. 7. 1. - Tratamiento de los tejidos. Técnica del congelado instantaneo

Ha sido demostrado que ta concentracidn de ciertos meta-
boiitos varfa entre otros motivos con !a duracibn de la muerte det ari-

mal, debido & que no se paran los sistemas enzimaticos e incluso algu-




nos de ellos se inducen por la situacién de estrés producida en los
momentos que preceden inmediatamente a la muerte. Para sorprender
las concentraciones de los metabolitos lo mas cercano posible al esta-
do "in vivo! se ha empleado la técnica del ”congela'do instantaneo!

(173, 174),

En el "congelado instantaneo!'' se mata la rata por disloca-
cidn cervical. Rapidamente se préactica una incisidbn abdominal y se
extrae el hfgado o rifiones que son comprimidos entre dos placas de
aluminio enfriadas en nitrégeno ifauido. E! tiempo tr‘anscur‘ridé entre
la muerte del animal y la congelacibn no debe ser superior a 8 seqg. EI
brgano congelado se pulveriza en un mortero enfriado con nitrbgeno 7~
quido, adicionando sucesivas cantidades de un vaso Dewar de 1 litro

durante la pulverizacién para que todo el proceso se mantenga ala tem-—

peratura del nitrbgeno liquido.

El polvo al que ha quedado reducido el brgano se pesa por
diferencia en un tubo de centrffuga, se aflade en la proporcibn 1:4(p:v)
acido perclérico al.2% y se homogeniza en un Potter- Eivehjeim mecani-

co vinilo-vidrio.

Ei homegenizado se centrifuga a 30.000 x g y 4°C durante
10 minutos. E! sobrenadante es decantado ¥ se neutraliza con KOH al
20%, en frio, hasta pH 3.5 visualizado con el indicador interno naran-—
ja de metilo. Se vuelve a centrifugar para eliminar el precigitado de
ClO4K formado. EIl sobrenadante formado se emplea en la determinacibn
de los metabolitos. Se conserva congelado y no se debe descongelar—con—

gelar mas deuna vez.
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3.3.7. 2. - Determinacibn ern. im&tica de glucosa 6 v froinionsa

SR e T ~

L a observacibn de la cantiddd de glucosa-6P y fructosa-oF
de una muestra preparada segn 3.3 7. 1. se ha hecho espectrofotome—
tricamente por la formacibn de NADPH paralela . ta oxidacion de agluco-—
sa-6P y fructosa-6P seguida a la adicién de glucosa 6P .deshidrogenasa
(G6PDH) v fosfoglucosa isomerasa {(PGl) a pH 7.6 seqglin el mé&toda de

H. Kictzsch (175).

NADPY NADPH 4 Y
Glucoesa-6> \w a . Acide 6P -Clucénico
- GePIH
Fructosa-6F __ Glucosa-6P
PGl

a) Reactivos

Tampbn Trietanclamina 0,4 M, pH 7.5

Solucibn de Ci.zMg 3,5M :

Solucidn xtemporéanea de NADP 2 x 20“2 M
Glucosa-6P deshidrogenasa (E.C. 11.1.4.9)
comercial.

Fosfoglucosa isomerasa (E.C. 5.3.1.9) comercial

Muestra: preparada seg(in la seccién

b) Técnica

Se preparan las cubetas con el siguiente contenido:



Muestra Blanco

Tampén 1.00 ml 2.50 ml
NADP 0.01 ml —
C!2Mg : 0.01 ml s
Muestra 1.50 ml —
GoPDH 0.01 ml » -
PGI 0.01 ml —_

L a lectura se hace a 340 nm y temperatura ambiente. EI
AE] aparecido tras la adicidén de G6PDH corresponde a la glucosa -
6P de la muestra. el AEZ seguido de la adicidn de PGl corresponde

a la fructosa-6P de la misma muestra.

c) Céalculos

L.a concentracién de glucosa-6P vy fructosa-6P se ha ex-—

presado en umoles por gramo de tejido fresco.

pmoles/g de tejido fresco = AE x~2_5_ x F.n.x __L
Erse ™ s P
.donde:
AE = incremento de la densidad optica
2.5= vohn%zen total de la cubeta
6.22 x 1O6= coeficiente de extincidn moiar en (;n'x’/ M = {

V = ml de muestra neutralizada
V = volumen total del extracto 4cido = volumen inicial de neuiralizacidon

+ pesc en gramos de tejido x 0. 75.

P = peso en gramos de tejido fresco.
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3.3.7.3.- Determinacibdn enzimatica de fosfodihidroxiacetona, gliceral-

dehido-3-fosfato y fructosa 1-6 difosfato,

Los tres metabolitos, fostodihidroxiacetona {(PDHA), glice-
raldehid o-3 fosfato (GAP) y fructosa 1-6 difosfato (FDP), se han obser-—
vado en la misma determinacién espectofotométrica segiin el método de

" T. Biicher (176) con el fundamento siguiente:

GAP
/‘/
FDP ALD TIM
i
>PDHA SO Blicerol 1P

NADH+H  NAD

a) Reactivos

Tampdn Trietanotamina 0,4 M, pH 7.6

Solucibn extemporinea de NADH 5 x 10_3 M

Glicerol-1P deshidrogenasa (GDH)'(E. C.1.1.1.8) comercial
Triosafosfato isomerasa (TIM) (E.C.5.3.1.1.) comercial

Aldolasa (ALD) (E.C. 4.1.2.7.) comercial.
b) Té&cnica

Se han preparado cubetas con el siguiente protocolo:
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Muestra Blanco

Tampén 1.00 mi 2.50 mli
NADH ' 0.02 ml -
Muestra 1, 50 ml —
GDH 0.01 ml -
TIM 0.01 ml I
ALD 0.01 ml )

L.a lectura se ha realizado a 340 nm vy temperatura ambien-
te. Los tres A E obtenidos seguidos a la adicién sucesiva de GDH, TiMm,
y ALD corresponden respectivamente a la PDHA, GAP y FDP existen—

te en la muestra.

c) Calculos

Se expresa en umoles de metabolito transformado por gra-
mo de tejido fresco. Hay gue tener en cuenta que por cada FDP se con-

sumen 2 de NADH. Los calculos son iguales a los de la seccibdn 3.3.7. 2.

3.3.7.4. - Determinacibén enzimética de piruvato, fosfoenolpiruvato, 2-

fosfoglicerato y 3-fosfoglicerato

El analisis de pfr‘uvato (Pir), fosfoenolpiruvato PEP, 2-fos-~
floglicerato (2PG) y 3-fosfoglicerato (3PG) se ha realizado en una sola

determinacibon escalonada, seg(n el método de Bergmeyer y col (177).
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El fundamento es el siguiente:

PGM )
3PGA — > 2PGA
EN
2PGA (i = PEP
Mg
ADP ATE
\ 7
PEP P o Pir
Mgﬂ‘ P'\i
ot
NADK %AD
L.DH_—
Pir _ QH = | _ac

a) Reactivos

Tampbn trietanclamina 3,4 M, pH 7.6

Solucién de CIK 2 M |

Solucibn de SOL; Mg 0,5 M

Solucibn extemporinea de ADP C. 01 M

Solucibn extemporanea de 2-3 dPG 0.01 M

Sclucibdn extemporanea de NADH 5 x 10-3 M
Fosfogliceromutasa (FPGM) (E.C. 2.7.5.3.) comercial
Enclasa (ENO) (E.C.4.2.1.11.) comercial

Piruvato cinasa (PK) (E.C. 2.7.1.40)} comercial
L-lactato deshidrogenasa (LDH)} (E.C.1.1.1.27)

comercial.



b) Técnica

E! protocolo seguido en la preparacidn de las cubetas

ha sido:
Muestra Bianco

Tampbdn 0.50 ml ' 2.64 ml
CIK 0. 20 mi : —
SO, Mg _ 0.10 ml ==
ADP 0. 20 mi —
2-3 dPG 0.05 mi ‘ —
NADH ‘ 0.05 ml —_
Muestra 1.50 mli -

. LDH 0,01 ml -
PK 7 0.01 ml -
Eno . 0.01 mi -

PGM 0.01 mi -

, Los AE encontrados en la determinacibn espectrofotomé-—
trica a 340 nm y temperatura ambiente, seguidos a la adicién de los
enzimas por el orden de protocclo y esperando siempre que se consu—
ma el NADH correspondiente a cada metabolito antes de afiadir el si-

guiente enzima, corresponde a :

AE‘E piruvato

A Ez _ fosfoenolpiruvato
A ES 2~fosfog!icerat§
A E4 3-fosfoglicerato
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c) Chlcuilos

S esan en juncles de metabolito exic: L AMo

ox

de tejido fresco, segin lo citado en la seccibn 3.3.7. 2.

3.3.7.5. - Determinacidn enzimatica de L-malato

El LL-malato se ha determinado oxidandcio enzimbtic amen—
te a oxalacetato mediante la enzima méalico deshidi syoiiisa a pH o

seglin ha descrito H. J. Hohorts (178)

i dE ok one
L.-malato NA&__%Q?;‘__ . OAA

a) Reactivos

Tampdn Hidrazina-Glicocela 0.9:1 M pH S, 5

-2
Solucién extemporanea de NAD'5 x 10 M
l_-Malato deshidrogenasa (MDH) (E.€, 1.1.1.37)

comerciatl
b) Técnica

lL_as cubetas han sido preparadas coi: las siguientes

—

cantidades de reaciivos.



Muestra Blanco

Tampbébn - © W51 .80 md 1.50 ml
NAD ~ 0.10 ml ERSEE
Agua destilada  —- | 1.00 m!
Muestra 1.00 ml ——
MDH 0.01ml =

La determinacién espectrofotométrica se realiza a 340 nm
y temperatura ambiente anotando el A E debido a la formacidn del

NADH paralelo al consumo de malato.

c) Calculos

La cantidad de malato existente se expresa en umoles de

- malato transformado por g de ifejido fresco.

3.3.%. 6. - Determinacibn enzimatica de L_~aspartato

El L-aspartato se ha determinado enzimaticamente, transfor-
mandolo en oxalacetato por la glutamato-oxalacetato transaminasa y poste
rior reduccién de este a malato por la L- malato deshidrogenasa seg(in

~ ha descrito Kojima (179)

GOT
L-aspartato -+ o~cetoglutarato meem——3pe OXalacetato - L-giutamato

Oxalacetato +‘NADH + M —M-—) L-malato + NAD*



a) Reactivos

Tampbdn fosfato 67 mM pH 7. 2

Solucibn extemporanea de NADH 12 mM

& -Ceto glutarato 0. 1 M

3 ¢7}
ey f

L.-Malato deshidrogenasa (MDH) (E.C. 1 1

Glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) (E.C.2.6.1.1.)

b) Técnica

Las cubetas han sido preparadas con [as sigulentes can-—

tidades de s cactivo.

Muestra Blanco
Tampbdn 2. 50 ml 3.1 mi
Muestra 0.50 mi -
NADH 0.05 m! _—
X-KG 0. 10 mi =i
MDH 0.0 1 ml —
GOT 0.02 m! —_
L.a determinacibn espectrofotométrica s« reaiiza a 340 nm

y temperatuira ambiente, anotando el AE debido al cinsumno de NADH pa-—

ralelo al de OAA, formado en la reaccidn de transaminacidn.

c) Calculos

LLas cantidades de aspartato existenies s< expresan en

-1 ..
/.Jmoles X gramo de tejido fresco.



3. 3.7.7.- Determinacibn enzimética de L -lactato

. El I_-lactato se determina enzimé&ticamentc < iuondolo
con NAD mediante el enzima lactato deshidrogenasa {LDH) a pH 9.5

seglin ha descritro K. Gawehn (180),

L-lactato + NAD" . piruvato + NADH -+ HY

a) Reactivos

Tampbdn hidrazina-glicocola 0.9:1 M, pH 8.5
Solucibn extemporanea de NAD al 0.5 %
Lactato deshidrogenasa (LDH) (E.C. 1.1.1.27)

b) Técnica

Las cubetas han sido preparadas con las sigientes cantidades

de reactivos:

Muestra Control Blanco
Tampbn 1.50 ml 1.50ml  1.50 m!
NAD 0. 40 ml 0. 40 m! 0. 20 mi
Agua destilada 0.1C ml - 0.60 ml 0. 80 mi
Muestra 0. 50 mi —_ -
LDH ¥ 0.02 ml 0. 2ml -

L_a determinacibn espectrofotométirica se realiza a 340 nm
y temperatura ambiente anotando el AE debido al consumo de lactato pa-

ralelo a la formacibén de NADH.
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3.3.8. - Determinacién del contenido de gluco:no hepético

Se determina el glucbgeno al estado de glucosa, después

de hidrdlisis enzimética con amilogiucosidasa (181).

La enzima libera glucosa a partir de glucdgeno hidrolizando
las uniones -D (1 - 4) vy - (1 — 6). La enzima es especifica lo
que permite efectuar la hidrblisis en homogenados de Gryganos v de cé-
lulas sanguineas sin necesidad de aislar el gluctgeno. L.a glucosa fOP;
mada es especificamente determinada con hexocirasa vy glucosa 6 fos-

fato deshidrogenasa

amiloglucosidasa

Glucbgeno + (H_O) —_— . — (Glucosa)
2 'n-1 n
HK
Glucosa + ATP - — ADP 4+ Glucosa-6PR
G6PDH ,
Glucosa-6P + NADP — > 6—fosfogluconolactona + NADPH + H'

a) Reactivos

Solucidn de bicarbonato potdsico 1M

Amiloglucosidasa comer-cial

Tampdbn acetato 0.2 M pH 4.8

Tampdn Trietanolamina 0.3 M Tra, 4,05 mM SOaMg, pH 7.5
ATP

NADP?

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa {GoPDH) comerdcial
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Hexokinasa (HK)
Acids perclérico 0.6 N

b) Técnica

1. Hidrblisis del glucbgeno:

Se extrae rapidamente el hfgado de! animal y se pesa por

. diferencia en un tubo de centrffuga, se aflade en la proporcibn 1:5P /v
acido perclérico 0,6 N e inmediatamente se homogeniza en un Potter
Elvehjem mecémco vinilo-vidrio, A continuacidn se pipetean 0.2 ml de
homogenado en un tubo de centr‘ffuga Yy se conserva en bafno de hielo.

Esta alfcuota se utiliza para la hidrblisis del glucogeno.

El resto del homogenado se centrifuga durante 15 minutos
y después de neutralizar con COaHK sblido se toman 0.05 ml para de-
terminar glucosa, constituyendo asi el blanco aue nos da la glucosa

preexistente en el homogenado.

Para realizar la hidrblisis del glucégéno se incuban {3
0.2 m! que tomamos de! homogenado con 0. 1 m! de bicarbonato potésico
I1My 2ml de una solucidén de amiloglucosidaéa al 6.02% en tampbn ace~
tato, en un tubo de centhffuga tapado, con agitacibén a 46°C durante 2
horas. Se para la reaccién con 1 m! de perclérico, se centrifugan los

tubos y se toman 0. 05 m! de! sobrenadante para determinar la glucosa.

2. Determinacidn de lucosa:

Se prepara una cubeta para el blanco de glucosa y otra
para el hidrolizado del glucbégeno, siguiendo el protocolo descrito a con—

tinuacibn;
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M‘uestra Blancoe Ciu. - _Blanco
Cocktail 2. 000 m! 2. 000 ml
Muestra del hidrolizado 0.050 ml - ~
Muestra inicial - 0.053 m] -
Hexocinasa 0.005 m! 0. 0GS ml =
Agua destilada - 2 2‘. 055 ml
El cocktail se prepara iisolviendo en tampdn tr‘iemhol*

amina el ATP en concentracibn 1 mM / ml, el NADH en oncentracidn

0.9mM /ml y la G-6~-PDH en concentracién 5.0 uq / mi.

E! curso de la reaccidn se siguie espectrofolometr i ca—

mente midiendo a 340 nm el AE debido a la formacibén de NADPH,

el Cél-culos

El glucbgeno se expresa como psncles de glucosa x gra--—
#

1
mo de tejido hmedo.

AED x 2.055 x 3.3 : V.
/ PRS-,
/umoles 2 s g s — X e—
6.122 % 40 %10 x 0.05 x0.2 P
E % 2.055 N/
A b = t
. x ———
6 -6
6.22 x 10 x 10 x 0.05 =]
Siendo:
AE = Medida del incremento de i. densidad dptica

correspanidiente al hidrolizado.



AEb = Medida del incremen_to. de la densidad 6ptica corres-
pondiente al blanco de giucosa
2.055 = Volumen del medio de reaccidn (det. de glucosa)
” 3 = Volumen total del hidrolizado de giucdgeno
6.22 x 10§Coeficnen%é de extincibn molar del NADP'z £

.05 = Volumen de muestra en cubeta (det. de giucosa)

o o

2 = Volumen del homogenado en el hidrolizado de giucd-

geno,

P = Peso en gramos de la muestra de higado fresco
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V.= RESULTADOS



IV. - RESUL TADOS

4.1.- EVOLUCION DE ALGUNOS PARAMETROS BIOQUIMICOS RELACIO-
NADOS CON LA GLUCONEOGENESIS A LLO LARGO DEL DIA.

Existen datos bibliogréaficos que indican que la fosfoenol-
piruvato carboxicinasa presenta diversos grados de actividad a lo lar—

go del dfa tanto en hfgado comoen rifién de rata (182, 183, 184),

Las experiencias que se describen a continuacidén tenfan por
objeto conocer la evolucidn de la actividad de esta enzima en nuestras
Condiciones experimentales, junto a las variaciones de la capac idad
gluconeogénica renal y de otros paframetros bioqufmicos relacionados
con la gluconeogénesis. Con ello se esperaba disponer de una informa—
cibn que permitiera seleccionar el momento mas adecuado del dfa para

realizar las experiencias posteriores relacionadas con el ejercicio.

Los animales empleados para el estudio, fueron acondicio-
. . . - R
nados en una habitacibén termostatizada a 22 -~ 22 C y con luz artificial

que era encendida a las 7 y apagada a las 19 horas.

Se emplearon dos lotes de animales, el primero de los cua-
les tenia acceso a la comida a lo largo de todo el dfa, mientras que el
segundo se separaba en jaulas aparte sin comida desde las 9 horas . Am—

bos lotes de animales tuvieron libre acceso al agua.

Se pudo constatar que practicamente hasta las 12 horas, los
animales que tenian acceso a la comida no ingerian absolutamente nada,

y era a partir de esta hora cuando empezaban a comer algo, llegando a
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a ingerir alrededor de 3 gramos de pienso a las 18 horas.

4. 1.1.- Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepética y

contenido en glucbgeno

Los resultados obtenidos estan expresados en la tabla |
y gréfica 1, como puede observarse no hay diferencias significativas
entre los dos lotes de animales empleados. L a fosfoenolpiruvato car-
boxicinasa muestra un minimo a las 10 h y su actividad va incremen-—

tandose a lo largo del dfa.

El contenido en glucdgeno es méxim’o en las primeras ho-
ras , y mantfene un descénso continuo, que es mucho méas acusado en
los animales a los que se les habia privado del -acceso a la comida,
ltegando a haber diferencias significativas entre uno y otro lote a las

18 horas.

4.1.2.- Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y capacidad

gluconeogénica de corteza renal de rata.
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La fosfoenol-piruvato carboxicinasa de corteza renal de
rata, muestra un minimo de actividad a las 12 h, como puede verse en
la tabla Il y gr&afica 1, aumentando posteriormente hasta valores su-

periores a los encontrados a primeras horas de la mafiana.

El comportamiento en ambos lotes de animales no presen-
ta diferencias significativas, si bien puede observarse que en el ca-
so de animales sin acceso a la comida, se obtienen los valores més al-

tos antes que en animales con acceso a ella.
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TABLA |

Evolucién de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepética y del con-

tenido hepatico en glucégeno a lo largo del dia, en ratas con libre acceso a la comida y en ra-

tas privadas de alimento a partir de las 9 horas.

- : " . -1
l.a actividad enziméatica se expresa en nmoles de sustrato transformado x minuto

-1 : ’ ' ‘ 2 o ' "
X Mg de proteina, se ha determinado por el método espectrofotométrico tal v como se descri

be en la seccidbn 2. 3.5, 4.

~1 s
mo de tejido fresco.

El contenido en glucbgeno se expresa en nmoles de glucosa x gra

L.os resultados son medias® el error estandar de la media. El ntmero de experien

cias se indica entre paréntesis. * P<0. 05 segun el test de la t de Student, tomando como con

troles a los animales con acceso a la comida.

FEPCK

ERFATICA

GLUCOGENOD

con acceso
a la comidea

sin acceso
a la comida

CONn acceso
ala comida

sin acceso
ala comida

10 horas 12:¢ 2 (4) 13E ¥ 1] 149.7+£11.0 (3 B1.2x12.1 {3)
12 Foras 1221 (3) | 14 %1 (3) 115.4% 7,5, (3) 110, 3£6.4 1 (3)
16 horas 18+ 2 (5) 20 £ 2 (4) 7000 £8, 6~ (3) 43,8 £15. 11 (3)
18 horas 311 (5) 264 (2) e:;3+_ 8.6 (3) 28.9+6.1 (3)




GRAFICA N€ 1

Zvolucibn de la actividad de la fosfoenoipiruvato car-
boxicinasa de hfgado y corteza renal de rata, de ia capacidad gluco-
neogénica renal, del contenido hep_éti_co de glucbgeno y dei contenido
de glucosa en-sangre a |o largo del dia, en ratas con libre acceso a
la comida y en ratas pr*ivadas; de alimenio a partir de las 9 horas.

Los resultados estdn expresados igual gque en fas ta—-—
blas 1 1 y iil. |

i_as lineas verticales representan ei error estandar
de la media en cada punto.

O PEPRPCHK hepéatica

@ PEPCK renal

¥ Capacidad gluconeocgénica renal
(1 Contenido hepatico de glucbdgeno

@ Contenido de glucosa en sangre.
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CON ACCESO A LA COMIDA

GRAFICA N2 1

SIN ACCESO A LA COMIDA
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10 12 16 18 10 12 16 18




TABLA I

Evolucion de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de la capacidad
gluconeogénica de corteza renal de rata a lo lar‘go del dia, en ratas con libre acceso a la co-~
mida y en ratas privadas de alimento a partir de las 9 horas.

La actividad enzimética se expresa como nmoles de sustrato transformado x minu-
to x mg_1 de proteina, se ha determinado por el método espectrofotométrico tal y como se
describe en la seccibn 3.3.5.4.. La capacidéd gluconeogénica se expresa como umoles de
glucosa producida x hor*a_1 de incubacibn x gr‘amo_'1 de tejido seco.

Los resultados son medias t el error estandar de la media. E| nGmero de experien

cias se indica entre parentesis.

PEPCK RENAL GLUCONOGENESIS RENAL

con acceso sin acceso con acceso sin acceso:
a la comida a la comida, - a la comida a la comida,
10 horas 393 (3) 42 £ 4 (3) 132 £ 47°5(8) 129+ 3 (3)
12 horas 27%1 (3 30x2 (3) 100+ 7 (3) 104+6 (3)
16 horas 44+ 5 (5) 57+3 (3) 135 L7 (4) 156 £ 18 (4)
18 horas 50+ 7 (5) 54+ 4 (4) 187 11 (8)) 158+ 13 (5)
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En las experiencias realizadas para determinar la capa~
cidad gluconeogénica de corteza renal, se comprobb el total parale~
lismo entre esta capacidad y la actividad ensayable de la fosfoenol-

piruvato carboxicinasa del mismo origen.

4.1. 3.~ Contenido de lactato y glucosa en sangre

El contenido de lactato estad expresado en la tabla Il y la

concentracidon de glucosa en la tabla 11l y gréafica n? 1.

Puede observarse que la concentracidn de lactato no su-
fre grandes modificaciones a lo largo del dfa, mientras que Ia.con—
centracidn de glucosa sanguinea va descendiendo hasta las 16 h; pos-
teriormente los animales con acceso a la comida son capaces de regene-
rar los valores de glucemia, mientras gue los animales que ayunan des-

de las 9 h presentan una glucemia. disminuida a las 18 horas.

4.2.- EFECTO DE 24 HORAS DE AYUNO SOBRE ALGUNOS PARAME-
TROS RELACIONADOS CON LA GLUCONEOGENESIS.

Estas experiencias tenfan como objeto completar los resul-
tados anteriores para los animales sin acceso a la comida. Para ello
las ratas eran privadas de alimento a las 10 horas y sacrificadas 24 ho-
ras después. Dada la importancia de esta situacidén fisiolbgica, los en-

sayos se han ampliado a otras enzimas y metabolites en sangre y tejidos.

99



TABLA I

Evolucidn, a lo largo del dia, del contenido de lactato y glucosa en sangre, en ra-

tas con libre acceso a la comida y en ratas privadas de alimento a partir de las 9 horas.

cias se indica entre paréntesis.

ceso a la comida.

. -1
L.as concentraciones se expresan en /Jmoles x ml de sangre.

Los resultados son medias * el error estandar de la media. El nlmero de experien-

* P <0.02 sedgun el test de Student, tomando como controles a los animales con ac-

LACTATO

GLUCOSA

con acceso

a la comida

sin acceso |
a la comida.

con acceso |
a la comida |

sin acceso |
a la comida,

10 horas

1.9%8 £ 0.:330

(3)

2:12320.116 13)

7.131 £ 0,270 (4)

7.236%0.316 (3)|

12 horas

2.007+£0.116

(3)

2.065 +0.425 (3)

7-316£0.321 {3)

6.946+ 0,423 (3)!

1_6 horas

2.620% 0, 340

(2)i

2.818+ 0. 345 (3)!

"6.615% 0. 301 (4)

6.392 +0.677 (3)

18 horas.

2.980 % 0, 900

(3)

2.547%0.382 (3)|

7.467 £0.211 (4)

*

5.915% 0.353 (3)]
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TABLA 1V

Efecto de un ayuno de 24 horas sobre las actividades de los enzi-
mas, fructosa difosfatasa, piruvato cinasa, lactico deshidrogenasa y fosfoe-
nol piruvato carboxicinasa de higado de rata.

La actividad enziméatica se expresa en nmoles x minuto—] X mg—_]
de proteina.

Los resultados son medias * el error estandar de la media. El nl-

mero de experiencias se expresa entre paréntesis.

x p <0.001 segln el test de la t de Student.

ALIMENTADAS AYUNADAS

FDPasa 110 £ 11 (4) 104 £ 7 (4)
PK 369 £ 15 (3) 324 £ 37 (4)
LDH 3854+ 502 (4) 4745 % 336 (4)
. k

PEPCK 14%1 (10) ~38+%3 (8)

La actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa se ha determinado

por el método espectrofotométrico, tal y como se describe en la seccidn 3.3.5.4.,
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4.2.1.- Actividad de |la fructosa 1-6 difosfatasa, piruvato cinasa, lactico

deshidrogenasa y fosfoenolpiruvato carboxicinasa de higado de rata.

Los resultados se encuentran expuestos en la tabla IV vy
grafica n? 2. Puede observarse que solo la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
sa sufre un aumento significativo, mientras que la piruvato cinasa, fruc-

tosa 1-6 difosfatasa y lactico deshidrogenasa no sufren modificacion.

4.2.2. - Actividad de la fructosa 1-6 difosfatasa, piruvato cinasa, l&actico

deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa y capacidad gluconeogé-

.

nica de corteza renal.

Los resultados estan expuestos en la tabla V, pueden ob-
servarse, al igual que en higado, variaciones significativas en la fosfoe—-
nolpiruvato carboxicinasa que sufre un aumento del 175 % . La capacidad

gluconeogénica también se incrementa aungue en menor proporcion.

4.2.3. - Concentracidn en sangre de glucosa y de acidos no volétiles.

Los resultados se exponen en la tabla VI y grafica n2 3.
Se observa que el ayuno de 24 horas produce un descenso significativo en

los niveles de glucosa circulante.

L os. niveles de &cido lactico sufren un ligero aumento no
significativo, mientras que los cuerpos cetbnicos ( acetoacetato y 3-hidroxi

butirato ) sufren un aumento extraordinario.
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TABLA V

Efecto d.e un ayuno dé 24 horas sobre las actividades de los enzimas:
fructosa 1-6 difosfatasa, piruvato cinasa, lactico deshidrogenasa y fosfoenolpi-
ruvato carboxicinasa, asf como sobre la capacidad gluconeogénica de corteza re
nal de rata.

La actividad enziméatica se expresa en nmoles de sustrato transforma
do x minuto”1 x mg—1 de proteina. La capacidad gluconeogénica se expresa en
umoles de glucosa producida x hor‘a_] x gr*amo"1 de tejido seco.

Los resultados sén medias T el error estdndar de la media. El nUme-

ro de experiencias se indica entre parentesis.

* P <{0.01; %% P <{0.001 segln el test de la t de Student. |

ALIMENTADAS - AYUNADAS

FDPasa 238 + 28 (4) 246 £ 20 (4)

PK 204 £19 (4) 265 + 40 (4)
LDH 3763 £ 775 (4) 4437 £ 605 (4)
*

PEPCK 64t8 (7) 1112 11,.(7)
* *

GNG renal 149 t6 (6) 190 £ 3 (6)

La actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa se ha determinado

por el método espectrofotométrico, tal y como se describe en la secciéon 3.3.5.4..
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Actividad enzimética:
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Efecto de 24 horas de ayuno sobre la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de higado
y rifidn y sobre la capacidad gluconeogénica de corteza re
nal de rata.

La actividad enziméatica se expresa
en nmoles x minuto—] X mg_] de proteina y la capacidad
gluconeog’ehica comopmoles de glucosa producida x ho-——
r‘a—] X gr‘amo—] de tejido seco. Las lineas verticales re
presentan el error estandar de la media.

a) PEPCK hepéatica
b) PEPCK renal

>,

c) Capacidad gluconeogénica renal
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TABLA VI

Efecto de un ayuno de 24 horas sobre la concentracibdn de glucosa,
lactato, acetoacetato..y 3-hidroxibutirato en sangre de rata.

L as concentraciones se expresan en Mmoles x ml_] de sangre. EI nu-—
mero de experiencias se indica entre paréntesis. Los resultados son medias +

el error estandar de la media.

* P<<0.02; x+ P <0.001 segln el test de la t de Student.

ALIMENTADAS AYUNADAS
%k
GLUCOSA 6.742% 0.348 (6) el T A )
LACTATO 2.238+0.325 (4) 3.320% 0.516 (9)
ACETOACETATO 0.109%£0.019 (9) 0.436% 0.058 (10)
3-HIDROXIBUTIRATO 0.026 + 0.008 (9) 0.773 £0.075 (10)
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Glucosa, L.actato

GRAFICA N2 3

D Al im entadas

i Ayunadas

[©)

R

Efecto de 24 horas de ayuno sobre
la concentracibén de; glucosa, lactato, acetoacetato y 3-
hidroxibutirato, en sangre.

L os resultados selexpr‘esan en }ng
les X ml‘-] de sangre.

a) Glucosa; b) Lactato; c) Acetoace

tato; d) 3-Hidroxibutirato.
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4.2.4. Concentracidn hepética de los intermediarios metabdlicos de ia gluco-

neogénesis.

Los resultados se exponen en la tabla VIl y grafica n2 4.
Destacan especialmente el descense en las concentraciones tisulares de

lactato y piruvato y el aumento en el 2-fosfoglicerato.

4.2.5. Concentracidén renal de los intermediarios metabdlicos de ia gluco-
neogénesis.

'Los resultados se exponen en la tabla Vil y gréafica n2 4.
Se observa especialmente un gran descenso en 2-fosfoglicerato ( que con-
trasta con o que ocurre en higado) y un incremento muy considerable en

fosfoenoipiruvato v en hexosas fosfato.
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TABLA Vil

Efecto de un ayuno de 24 horas sobre la concentracion de
ios intermediarios metabbdlicos de la gluconecafnesis en higado de ra
ta. L.os resultados estan expresados en/}Jmoio:x X gr‘amn~i de tejido
fresco. .

El T representa el error estandar de la media. El nwumero
de experiencias se indica entre parentesis.

LAC, indica lactato; PIR, piruvato; MAL, malato; PEP,
fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2 fosfoglicerato; 3FGA, 3 fosfoglicerato;
TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difesfato; F6P, fructosa 6

fosfato; GoP, glucosa 6 fosfato.

ALIMENTADA S AYLINADAS i

control
LAC 1.514£0.118 (7} 0.537 +0.047 (6) 0. 35
PIR | 0.079% 0.006 (7) 0.074 £0.018 (6) 1 0,03
MAL ()., 596 £ 0.033 (%) G. 28;‘ 0.046 (6) 0. 48
PEP 0.065 +£0.016 7} 0.09] —z:m_ 022 (5} i. 40
- 2PGA 0.053 £0.007 (':} 0.117+0.034 (5) : 2.20
IPGA 0.290*0.038 {) 0.1583 % 6.343 (4?; 0.53
TRP ~ 0.064% 0.005 (7) 0.068+ 0.007 (5) 1.06
FDP 0.044 * 0.005 (7} 0.025 m o; (6) 0.57
Fep 0.021 £ 0.004 (. O.(;}6t0.013—;) 0.76
G6P 0.236+ 0.035 (7) 0.104% 1 016 (5) 0. 44




TABLA VIl

Efecto de un ayuno de 24 nior-as sobre la concentracidon de
los intermediarios metabbdlicos de la gluconeogénesis en rifion de rata.

Los resultados estan expresados en/.JmoIes x gr‘amo— de
tejido fresco. 7

El * representa el error estandar de la media. El nimero
de experiencias se indica entre parentesis.

LAC, indica lactato; PIR, piruvato; MAL, malato; PEP,
fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2 fosfoglicerato; 3PGA, 3 fosfoglicerato;
TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difosfato; F6P, fructosa 6

fosfato; G6P, glucosa 6 fosfato.

ALIMENTADAS AYUNADAS e i
LAC 1.207% 0. 144 (7) 1.234%0.082 (7) 1.02
PIR 0.111% 0.006 (7) 10.177+0.065 (3) 1.59
MAL 0.338 % 0.031 (7) gl 217 2 0.051 .43) 0. 64
PEP 0.043 £ 0.004 (7) 0.069+ 0.003 (6) 1.60
2PGA 0.047% 0.008 (5) 0.034+0.001 (7) | 0-74
3PGA 0.113%*0 009 (6) 0.028 + 0.002 (6) 0.24
TRP 0.106 +0.007 (7) 0.095% 0.009 (7) 0.90
FDP 0.031%0.004 (6) 0. 962 +0.005 (7) 2. 22
F6P 0.013+0.001 (2) 0.,0115 + 0.004 (6) 1. 18
G6P 0.023 £ 0.005 (4) | o0.057x0.004 (6) 2.48




GRAFICA N2 4
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Efecto de un ayuno de 24 horas sobre las concentraciones
de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en higado y rifdén de ra
ta. Los datos se expresan como miltiplos de valores controles.

® Higado 0O RifAdén
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4.3. - INFLUENCIA DE LA ACIDOSIS METABOLICA EN EL EFECTO DEL
EJERCICIO SOBRE LA GLUCONEOGENESIS RENAL " IN VIvVO"

En trabajos anteriormente realizados en el Departamento,
se habfa puesto de manifiesto que la natacibén en agua a 222 C de tempera-
tura Ilevaba consigo un aumento en ia actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa y de la capacidad gluconeogénica de cor;teza renal de rata
(48, 49, 185 ),muy probablemente debido a la acidosis metabblica producida

por el ejercicio.

L.as experiencias que se describen a continuacidon se han
realizado con el fin de confirmar que el aumento en la capacidad gluconeo-
génica de corteza renal se corresponde con uh mayor funcionamiento de es
te proceso durante el ejef‘cicio y est8 estrechamente vinculada a la acido-
sis que se produce en estas circunstancias. Para ello se han utilizado dos
lotes de animales, que se s'ometvier‘on a distintos tiempos de natacibén, ha—-
ciendo ingerir a las ratas del segundo lote 10 ml. de CO3HNa 0.2M 30 mi

nutos antes de la realizacibén del ejercicio con el fin de prevenir |la acidosis.

De acuerdo con las experiencias resefiadas con anteriori—-
dad, el ejercicio se realizd desde las 10 h. hasta las 12 h. momento en que
la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capacidad gluconeo-
génica renales son minimas. Se han confirmado algunos datos obtenidos an-
teriormente en el Departamento y se han determinado los metabolitos inter-
mediarios del proceso gluconeogénico en higado y rifidn. Las determinacio
nes se han ampliado a algunas enzimas no estudiadas o estudiadas solo pre

liminarmente con anterioridad y que tienen gran importancia en este proce

SO.

4,3.1.- Efecto del ejercicio sobre la concentracidn de lactato en sangre.

Estas medidas se han realizado con el Unico fin de corro-



borar los resultados obtenidos anteriormente en el Departamento (48} para
los tiempos empleados en nuestras experiencias. Los resultados se descri-

ben en ia tabla IX y gréafica n?2 5, coincidiendo en general con aquellos.

4,3.2. - Efecto del ejercicio sobre la concentracion de giucosa en sangre.

La concentracidn de glucosa en sangre en ratas ejercita-
das, se ve aumentada en los primeros minutos del ejercicio, disminuyendo
progresivamente hasta el final.En el caso de ratas sometidas a ejercicio y
tratadas previamente co.n bicarbonato los valores iniciales son mas bajos
pero aumentan durante la natacidén. L.os resultados se exponen en la tabla X

y grafican? 5 .

4.3.3. - Efecto del ejercicio sobre la actividad de la piruvato cinasa de hi-

gado de rata.

La determinacidn de esta enzima tiene interés porque pue-
de anular "in vivo" la actuacidn de las enzimas gluconeogénicas fosfoenolpi

ruvato carboxicinasa y piruvato carboxilasa.

En experiencias realizadas anteriormente en nuestro Departa-
mento (186) se habfa demostrado que la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxi

cinasa hepéatica no se vefa alterada por el ejercicio.

Los resultados expuestos en la tabla Xl y grafica n? 6 indi
can un aumento en la actividad de la piruv_ato cinasa qu es maximo a los 90
minutos de iniciado el ejercicio. En cambio, no hay diferencias significativas
en la actividad de la enzima a lo largo del ejercicio en el caso de animales

tratados previamente con bicarbonato sbdico.

4.3.4. - Efecto del ejercicio sobre la actividad de la piruvato cinasa de cor-

teza renal de rata.

Los resultados estan expresados en la tabla Xll y grafica n26.

En el caso de las ratas sometidas a ejercicio, se encuentra, tambien, un au-
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TABLA IX

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracidn
de lactato en sangre, en ratas controles y en ratas a las que se habia ad-
ministrado 10 ml de CO3H_ 200 mM, 30 minutos antes de la realizacidon del
ejercicio.

Los resultados se expresan como Jpmoles x ml_] de sangre.

Los resultados son medias + el error estandar de la media. ElI
nimero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P <0.01 =*xP <0.001 segln el test de la t de Student.

EJERCICIO +CINa EJERCICIO +CO3H—
0 minutos 2.214%0.120 (7) 2.105+0.237 (5)
* ¥ * %
15 minutos 7.800 £0. 884 (4) 7.872 *0. 465 (5)
* % B3
30 minutos 4.800%0.471 (5) 5.391% 0. 484 (5)

*

60 minutos 3.083%0.439 (6) 4.342 0. 342 (4)
ES

90 minutos 3.500% 0.330 (5) 2.53910.288 (5)

120 minutos 2.851*0.173 (4) 2. 231% 0383 (5)
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TABLA X

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracidon
de glucosa en sangre, en ratas controles y en ratas a las que se habfa ad-

ministrado 10 ml de COBH— 200mM, 30 minutos antes de la realizacion del

ejercicio.
-1
L_os resultados se expresan en /Jmoles x mi de sangre.
Los resultados son medias tel error estandar de la media. El
nGmero de experiencias se indica entre paréntesis.

+ P<0.05 xxP <0.02 segln el test de la t de Student.

Ejercicio+ CiNa Ejercicio +CO3H_

0 minutos 7.310x0.451 (12) -6.075%0.108 (5)

15 minutos 8.581% 0.892 (5) 7.227%0.615 (5)
k¥ %k

30 minutos - 6.815%0.386 (5) 7.453+ 0,434 (5)

60 minutos $7.562*0.413 (7) 6.434+0.522 (5)

90 minutos 6.295+0.554 (6) 6. 141+ 0.464 (5)
120 minutos 5.998+0. 391 (8) 6.772+ 0.366 (4)
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GRAFICA N2 5
EJERCICIO + CINa E—:JERCICIQ+C03H“
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Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre las concentraciones de lactato y glucosa en
sangre, en ratas controles y en ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO3 H 200 mM, 30 minutos antes de la
realizacién del ejercicio.

L.as barras verticales rep;resentan el error estandar de la media.

O Glucosa, Ol actato.



TABLA Xi

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la actividad de la
piruvato cinasa en higado de ratas controles y en higado de ratas a las que
se hizo ingerir 10 ml de CO3H_ 200 mM 30 minutos antes de la realizacidon
del ejercicio.

Los resultados estan expresados como nmoles de sustrato trans
formado X minuto—] X mg—] de proteina.

Los resultados son medias + el error estandar de la media. EI
" ntmero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P<0.05 *=xP<<0.02 =*%x P<<0.001 segln el test de lat de

Student.
Ejercicio+ CINa Ejercicio+COH
0 minutos 243% 25 (15) 2311 21 (8)
: :
15 minutos 354% 41 (7) 251 £13 (4)
¥ K
30 minutos 333t£24 (7) 244 +24 (5)
60 minutos 2971 33 (7) 254 £ 21 (5)
* % %
90 minutos 461% 16 (6) 245 +21 (5)
* ok
120 minutos 333t 21 (6) 260 =36 (4)




TABLA Xil

Efecto de distintos ti'empos de ejercicio sobre la actividad de la
piruvato cinasa en rifdén de ratas controles y en rifidn de ratas a las que se
hizo ingerir 10 ml de COsH- 200 mM 30 minutos antes de la realizacion del
ejercicio.

Los resultados estadn expresados como nmoles de sustrato trans-

. -1 -1 K
formado x minuto X mg de proteina.

Los resultados son medias + el error estandar de la media. EI nd

mero de experiencias se indica entre paréntesis.

+ P<0.01 =% P <0.001 segin el test de la t de Student.

Ejercicio+ClINa Ejercicio+ CO 3H’

0 minutos 2462 21 (16) 207+X19 (g)

15 minutos 2137129 (8) 219t 15 (5)

30 minutos 289+ 27 _(7) 243+29 (5)

*
60 minutos 263t 24 (4) 204414 (5)
: * %

~ 90 minutos ‘§§§_: 8 (5) 231 % 45 (5)
120 minutos 319+ 53 (6) 24125 (5)

| ot
|
(EN]



GRAFICA N2 6
EJERCICIO + CINa : EJERCICIO +co3H"

400
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Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la actividad de |a piruvato cinasa de higado

y rifibn de ratas controles y de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO3H_ 200 mM 30 minutos antes de la

realizacibn del ejercicio.

L.as barras verticales representan el error estandar de la media.
OHigado, ORiRdN
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mento en la actividad ensayable de esta enzima a los 90 minutos del comienzo
del mismo. En el caso de animales previamente tratados con bicarbonato, se

encuentra un aumento significativo en el valor de la piruvato cinasa a los 60

minutos del comienzo del ejercicio.

4.3.5. - Efecto del ejercicio sobre la actividad de la glucosa 6 fosfatasa de

higado de rata.

Los resultados se encuentran en la tabla Xlll y grafica n2
7; se observa que en el caso de ratas sometidas a ejercicio la actividad enzi-
méatica sufre un descenso paulatino, siendo este altamente significativo a los
120 minutos. Por el contrario, en los animales a los que se administrd bicar-
bonato antes del ejercicio, la actividad de la enzima presenta claros incre——
mentos a los 30 y 90 minutos, . elevandose ligeramente por encima de este va-

lor a los 120 minutos. _ .

4.3.6.- Efecto del ejercicio sobre la actividad de la glucosa 6 fosfatasa de

indbn de rata.

5

L.os resultados encontrados se expresan en la tabla XIV y
grafica n2 7. En el caso de ratas sometidas a ejercicio se observa un pro-
gresivo incremento en la actividad del enzima a lo largo del tiempo que dura
el ejer‘cicio.‘ En el caso de ratas a las que previamente al ejer*cicio se les
habia administrado bicarbonato sédico, se encuentra un comportamiento muy
similar al de higado, con un méaximo a los 30 minutos de natacidn, un minimo
a los 60 y un aumento posterior llegando al maximo a los 120 minutos del co

mienzo del ejercicio.

4,3.7.- Efecto del ejercicio sobre la capacidad gluconeogénica de corteza

renal de rata.

Los resultados estan expuestos en la tabla XV y gréafica
n2 8 y confirman en lineas generales los datos obtenidos previamente en el

Departamento. _!187)(



TABLA XIll ~

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la actividad de la
glucosa 6 fosfatasa en higado de ratas controles y en higado de ratas a las
que se hizo ingerir 10 ml de CO3H_ 200 mM 30 minutos antes de la realiza-
cibn del ejercicio.

L.os resultados se expresan como /umoln“sx minuto X gr‘amo“
de tejido fresco.

Los resultados son medias.f_ el error estandar de la media. EI

nimero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P <C0.05 %P <{0.01 segln el test de la t de Student.

Ejercicio+ CINa Ejercicio+ CO_H
4
0 minutos 10.40*0.52 (11) 11.27+£0.90 (5]
15 minutos 12.87%0:.93,:(7) 10. 11 0.60 (5)
30 minutos 10.88 = 1.02 (7) 14.32% 1. 18 (5)
60 minutos 10. 78 = 0. 58  {6) 11.1720.66 (5)
90 minutos 8.82%1.30 (86) 14.39%0.81 (3)
& ok * 3
120 minutos 7.42% 0.60 (5) 16.24%1.03 (3)




Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la actividad de la

glucosa 6 fosfatasa en rifidn de ratas controles y en rifidn de ratas a las que

TABLA XV

se hizo ingerir 10 ml de COBH_ 200 mM 30 minutos antes de la realizacion

del ejercicio.

. -1 -1
Los resultados se expresan como umoles x minuto X gramo de

tejido fresco.

LLos resultados son medias t el error estandar de la media. EI

nimero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P<<0.01 segln el test de la t de Student.

Ejercrigiﬁq+ CINa

Ejer‘cicio+CO3H_

0 minutos

13.8120.76 (10)

12. 893 0.85, (5) i

T £3. 91 % 1. 00/ (7) 12.431+1.29 (5)
30 minutos 13.73%0.39 (7) 16.18 £1.35 (5)
60 minutos 14.52+0.54 (7) 13.63 £71.40 (5)
90 minutos 16.71%1.31 (5) 17.25%0.18 (5)*'
120 minutos 18.99% 2.58 (4) 19.76 0. 95 (5)"
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GRAFICA N2 7
EJERCICIO + CINa : EJERCICio+c03H"

16 |-

| | L l | J | |
30 60 90 30 60 90

Efecto del ejercicio sobre la actividad de la glucosa 6 fosfatasa en higado y rifidn de ratas
contr'olefs v de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO3H— 200 mM, 30 minutos antes de la realizacidn del
ejercicio.

Las barras verticales representan el error estdndar de la media.

OHigado, ORIRGN.
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TABLA XV

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la capacidad glu-
coneogénica de corteza renal de ratas controles y de ratas a las que se hizo

ingerir 10 ml de CO H 200 mM 30 minutos antes de la realizacion del ejerci_

3
cio.

Los resultados se expresan como umoles de glucosa x hora = x

gramo“] de tejido seco.

Los resultados son medias t el error estandar de la media. El nl

mero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P <0.02; **x P<0.01; xxx P<<0.001 segln el test de la t de

Student ,

Ejercicio+ CINa ~ Ejercicio+CO_H~

0 minutos 110£5 (13) 105+6 (7)

15 minutos 12327 (?) 128 +9 (5)

30 minutos 13812 (7) 1069 (5)
*

60 minutos 196#1] (6) 94+t 9 (4)
%k

90 minutos 14318 (4) 113210 (5)
. ¥k ¥ %

120 minutos 147127 (4) 993 (4)
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GRAFICA N2 8

120

80 |

30 60 90

Efecto de distintos tiempos de ejer
cicio sobre la capacidad gluconeogénica de corteza re-
nal de ratas controles y de ratas a las que se hizo inge
rir 10 mi de CO3H— 200 mM, 30 minutos antes de la rea
lizaciébn del ejercicio.

Las lineas verticales representan
el error estandar de la media.

¥CINa, %CO_H .
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4.3.8. - Evoluciébn de la concentracidn de los metabolitos intermediarios de

la gluconeogénesis en higado y rifidn de rata durante el ejercicio.

Con objetor de tener un mayor conocimiento sobre el funcio-
namiento de la gluconeogénesis "in vivo!!, tanto hepéatica como renal, se ha
determinado, la concentracibén de los metabolitos intermediarios de la gluco-
neogénesis en estas condiciones. Para ello se ha recurrido a la técnica del
congelado instantaneo de los tejidos con nitrbégeno Ifquido para evitar al ma

ximo las variaciones ""post mortem! en la concentracidon de estos metaboli-

tos.

4.3.8.1.- Evolucién de la concentracibn de metabolitos en higado.

Los resultados se expresan en las tablas XVI y XVIl y en
las gr‘;éficas n2 9, n2 10 y n2 11. En el caso de las ratas sometidas a ejer*—'
cicio sin tratamiento previo, las concentraciones de lactato y piruvato es-
tan fuertemente elevadas en los primeros minutos del ejercicio para caer
por debajo de los valores normales a los 120 minutos, si bién el descenso
en la concentracibén de piruvato es méas répido. Las hexosas 6 fosfato se
encuentran por encima de los valores normales a todo lo largo del ejercicio,

siendo siempre mas elevada la concentracidn de glucosa 6 fosfato.

En las ratas sometidas a ejercicio y tratadas previamente
con bicarbonato, el incremento producido en las concentraciones de lacta-
to y piruvato en los primeros momentos es menos acentuado y el piruvato
permanece al final de los 120 minutos por encima de ios valores normales.
La fructosa 6 fosfato estad desde el primer momento por debajo de los va-—-
lores normales llegando a estos al final de los 120 minutos, mientras que
la glucosa 6 fosfato esti bastante elevada a todo lo largo del ejercicio (gr‘g

fica n29 ).

L_as concentraciones de malato y aspartato se incrementan
a los 15 minutos y permanecen todo el tiempo por encima de los valores ini

ciales, sobre todo el aspartato; en cambio no hay variaciones importantes



s TABLA XVT

Evolucidn de la concentracibén en higado de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis

en ratas alimentadas sometidas a distintos tiempos de ejercicio.

El nUmero de experiencias se indica entre parentesis. Los resultados se expresan como pmoles x

-1 - : o .
gramo de tejido fresco y son medias el error estandar de la media.

LAC PIR MAL ASP PEP 2PGA 3FGA E TRP FDP FeP G6P |

Coniroles 0.982+0.147/0.063% 0.014|0.523+0.032/0.695* 0. 0591 0.105+0.011]0.046 +0.007[0. 240 +0.0270.050% 0. 009{ 0.026 +0,002/0.029 £ 0. ooaﬂo, 354+ 0,041
' (12) (8) (12) (9) (8) (7) (8) (4) (11) (8) (1)

4.290% 0425 |0.301% 0.051[1. 274 + 0. 081[1.652 % 0. 132{0. 124 + 0.009)0. 038 * 0. 003/0. 289 0. 0390. 098 % 0. 007j0. 038 + 0. 004{0. 041 0. 009{0. 623 + 0. 02§
(5) : (4) (5) (5) (5) (4) (5) (6) (6) (6)]

15 minutos

Veces control 4, 37 4.78 2. 44 2.38 1.10 0.83 1.20 1.96 1.46 1. 41 1. 76

3.688 % 0,999{0. 237 + 0.084§0. 810 + 0. 284{1. 635 * 0. 225/0. 083 £0.012]0. 037 * 0. 006]0. 186 * 0. 0230. 078+ 0.010§0. 032 * 0. 006{0. 035 £ 0. 0030. 633 £ 0. 032
(4) (6) (3) (4) (6) (4) () (6) (6) (6)] (6)|

30 minutos

Veces control 3.76 3.76 1.55 2.35 0.79 0.80 0.78 1.56 1.23 1.21 1.7%

6 1.013%0.341§0.122 % 0. 030#0. 830 % 0. 160}2. 396+ 0. 29310, 146 * 0. 010/0. 042 £ 0. 003?0. 276t 0, 01%10. 088 £ 0. 009tl0. 029 £ 0.004/0.051 t 0, 009*0. 714 %0, 024J
0 minutos |

(4) (5) (4) (2) (4) (4) (5) (3) (5) (3)] @ |

Veces control | 1.03 1.94 1.59 3.45 1.39 0.91 1.15 1.76 | 1.76; 2.02{

90 mi . |0.644% 0.163[0.089 * 0. ozo;ro. 840 * 0, 273|2. 155 £ 0, 426]0. 113 £ 0. 016}0. 050 * 0, 0080. 333 * 0. 046/0. 063 * 0. 004§0. 021+ 0.0030. 040 = 0.016}0. 658 £ 0. 029
minutos

(5) (5) (2) (3) (5) (5) (3) (5) (5) (3) ()|
Veces control! 0.68 1.41 2. 30 3.10 1.08 1.09 1.39 1.26 0.81 1.38 1.85]

0.570 £ 0.086/j0. 036 * 0. 005}0. 660 * 0.0202. 053 % 0, 202{0.081 % 0.009/0. 036 £ 0, 003]0. 193 * 0.019(0. 057 £0.003{0. 022 * 0. 002{0. 029 * 0. 003{0. 591.% 0, 040
(6) (6) (3) (5) {4) (6) (5) (6) (6) (5) (6)]

120 minutos

Veces control | 0.58 0,87 1.26 2.'95 0.77 0.78 0. 80 1.14 0.85 1.00 1.67)




=1
X gramo

TABLA XVII

Evolucién de la concentracidn en higado de los intermediarios metabbdlicos de la gluconeogénesis

en ratas a las que se hizo ingerir 10 ml. de COaH_ 200 mM, 30 minutos antes de la realizacibén del ejercicio.

El nlmero de experiencias se indica entre paréntesis. Los resultados se expresan como,.lmoles

de tejido fresco y son medias% el error estandar de la media.

LAC

PIR

MAL

ASP

PEP |

2 PGA

TRP

FDP

F6P |

G6P |

Controles

1.235% 0,276
(5)

0.034% 0.008
(4)

0.593 £0.076{0.518% 0. 084

(3)°

0.044%0.012)
(5

0.023 % 0.005]

0.033% 0.005

0.016 +0.002]

0.035 0. 006

0.284 + 0,040

) (5) | (6)! ()| (5). {5}
3,524+ 0,302/0. 104%0.012{0.674 .":0.0M-T’\.7781' 0.093|0.067% 0.008}0.055+ 0. 003‘0.044 +0.007{0.025% 0. 001¥O. 010 *0.001{0. 491 % 01. ooq

15 minutos b T Hn isi - (5) 5) @) (4)\. ‘ (5)\ (5) |
Veces control | 2.86 3.06! 1.14 1,48 1.52 ] 2.39 L 1,56/ b, Lokt

L

30 minutos)

2,372 0.314T

0.099 +£0.016

0.657 £ 0.056

1.174+0.117

0.057% 0.018]

0.053% 0.0040.'0464_-0.00#0. 026+0. oozﬂo. 006 %0, 002#0. 568+0.017

‘ f 3)\
(5), (3), (5) (@] (3) (3)| (5) (5)1 (3)! (3N
Veces control | 1.92 2.91 1.11 2,27 1. 30| 2. 30, 1.39 -1.63 0.17| 2.00 |
‘ : Mo : : & % +0.003§0.539+0.012
1.447% 0.20000. 063 £0.006/0, 820 0.0962. 037+ o.719qio.oe1¢o.ood 0.053% 0.004§0.056 £ 0.007/0.022%0.0020.014+0
" \ . o . =V ®, i . .
S (5) (5) (5)| (5) (5): (5) (5), (5)} (5)} (3)
‘ 1.38 ol .90 |
Veces control | 1. 12 1.85) 1. 40 3.93 1. 39 2. 30 1. 701 1.38| 0.40/ 1 o
. J | J ) Y02 + 0. 042
1 0952'-‘0.119“0.065'!0.007 0.944 +0.0891.208% 0. 25400. 052+ 0. 006}0. 020% 0.002{0. 040+ 0. 003{0. 026 £ 0.002§0. 022* 0,0020. 653 .‘
. (6) (6) © () o) 3| (6) 6)' (6) ©)
N : 0.63 2. 30
Veces control | 0.89 1.91 1.59 2. 31 1.18 0.87 121 1.63

120 minutos

(6)

(6)!

(6)

1.360 0. 150[0.046%= 0.010/|0, 991+ ¢. 118§.863%0.319|

0.045 % 0.007
(6) |

0.022% 0.004

0.049 % 0.003]
(5)

(5)

0.013%0.0010.040+ 0019

(4),

0.630% 0.099.

Veces controll

1.10:

1.35:

1.02

1.48

1. 14




i GRAFICA N2 9
EJERCICIO+ CINa EJERCICIO+CO_H~
: ~ 4

30 60 90 3'0 e 90
Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracién de: lactato, piruvato, fructo-
sa 6 fosfato y glucosa 6 fosfato en higado de ratas normales y en higado de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml
de CO3H— 200 mM, 30 minutos antes de la realizacidon del ejercicio.
L.os resultados se expresan como mQltiplos de los valores controles.

O LLactato, ¥Piruvato, OFructosa 6 fosfato, BGlucosa 6 fosfato.



del fosfoenolpiruvato. La evolucidon en el tiempo de estos tres metabolitos

es similar en las ratas tratadas con bicarbonato aunque el aspartato predo

mina sobre el malato { grafica n2 10 ).

La concentracidén de 2 fosfoglicerato se mantiene dentro
de los valores normales en el caso de ratas sometidas a ejercicio pero su-
be durante la primera hora para caer posteriormente a los valores norma-
les si el ejer‘cicio est& precedido por la ingestidon de bicarbonato. L.a con
centracidn de triosas fosfato tiene un méaximo a los 15 minutos de ejercicio,
al igual que la concentracién de fructosa 1-6 difosfato, si bien esta baja ra
pidamente a los valores normales. En las ratas a las que se administrd bi-
carbonatg, ambos metabolitos estan siempre por encima de los valores nor-

males ( grafican® 11 ).

4,3.8.2.- Evolucidn de la concentracidn de metabolitos en rifidn.

Los resultados estan expuestos en las tablas XVIill y XIX
y graficas n? 12, n2 13 y n2 14.

En el caso de ratas sometidas a ejercicio las concentra-
ciones de lactato y piruvato suben durante los primeros minutos para ba-
jar después, especialmente el lactato. Por el contrario, las hexosas fos
fato sufren una subida al principio que se va acentuando conforme va au-
mentando el tiempo de natacion.

En las ratas a las que, previamente al ejercicio, se ad-
ministrd bicarbonato, el aumento en las concentraciones de lactato y piru
vato es mucho mayor durante los primeros minutios y vaﬁ decreciendo méas
lentamente. Las hexosas fosfato alcanzan el maximo a los 60 minutos y des
pués caen muy lentamente pero permaneciendo siempre por encima de los

valores normales (grafica n? 12).
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Evolucién de la concentraciéon en ri

TABLA XVIliI

en ratas alimentadas sometidas a distintos tiempos de ejercicio.

-1
X gramo

fdn de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis

El nlmero de experiencias se indica entre paréntesis. LLos resultados se expresan como umoles

de tejido fresco y son medias el error estandar de la media.
LAC PIR MAL ASP PEP 2 PGA 3PGA TRP FDP F6pP G6P
+ 10. =+0.
1.454%0, 244]0.084 %£0.003{0. 343 0. 033{1.122 %0. os&o_ 040 £0.003{0.047 £0.00440. 146 %0.01500.074+0.002/0.030%0. 004{0. 008+0.003J0.039+0. 006
Controles : : ’ (7) (10) (8) (6)
(9) (7) (8) (9)

(6) |

15 minutos

4.115% 0. 179

(6)

0.126%0.019

(5)

0.52970,029

(4)

0.685%0.045
(4)

0.030 *0.003|

0.017 +0.002{0. 063 0. 006

(5)

0.049+0, 007

(5)

0.024 70,002
(5)

0.010 0. 002
(4)

0.08470,008
(4)!

Veces control:

2.63

1.50

1.54

0.61

0.75

0.36

0.43

0.66

0.80

1.25

2.15

30 minutos

2.954+0.518

(6)

0.142 10.012*0.437ﬁ0.029jo_ 6440, 066

(3)

()

(6)

0.047%0.009

(5)

0.03270.008]

(3)

0.1 13:!:0.0091!0.07310.01 0. 034 o.oosro.omio.oost

(4)

(5)

(5)

(6)

0.113%0,008
(4)]

VVeces control!|

2.03

1.69

1.27

0.59

10172

0.69

0.77

0.99

1.13

1. 75]

2.90

60 minutos|

1.793% 0.581

(4)

0.102%0.056|
(2)!

0.409 %0, 105

(4)

0.519%0. 132
(4)

0.050 *0.003

(4)

0.016%0.0090. 124"_‘0.024r0.061 +0.004

(3)

(3)

(3)

0.029 *0.007
(4)

0.021%0.004
(4) |

0.099 *0. 004
(3) |

VVeces control |

1.23!

1..21

1-19

0. 46

1.25

0.34

0.85

0,82

0.97

2.02

2.54)

90 minutos|

0.765+ 0,115

0.083%*0.013

0.353+0. os&;o. 6690, 1 17i

0.080 *.0. 009

0.026%0.010

0.168 *0.,029

0.057%*0.003

0.039740.005

0.016to.oo4o.ogsio.oos

(4) (5) (2) | (4) (3) (s) (5) (3) (4) (2) (3!

Veces control 0.53 0.99 1.03 0.60 2.007 0.55 1 15 0.77 1.30 2.00 2..51
0.700*0.066/0.076 + 0.009]0.3690+* 0.0310.845+0,.038/0. 115%0.015{0. 029 +0.0010. 204 td,ozago.092t0.0040.ossio.ooao.osoio.oos 0.113£0.018

kS (4) (6) (5) (3) (4) (6) (6) A t4) (6) (4) ()

Veces control 0.48& 0.90 1.08 0.75 2.87 0,62 1.40 1.24 1.20 3.75 2. 90|




TABLA XIX

Evolucidn de la concentracién en rifidn de los intermediarios metabblicos de la gluconeogénesis

en ratas a las que se hizo ingerir 10 ml. de CO3H— 200 mM, 30 minutos antes de la realizacién del ejercicio.

-1
gramo

El nmero de experiencias se indica entre parentesis. Los resultados se expresan como pmoles x

de tejido fresco y son medias + el error estandar de la media.

LAC

PIR

MAL

ASP

PEP

2PGA

TRP

FDP

F6P

G6P

Controles

1.142%0. 228

0.034% 0

.004}0.314£0.017

0.69110.085.

0.030*0.006

0.015%0.002]

0.066 0. 006

0.012%0.0010.006 £0.0030.033 % 0.

013

(5) (5) (5) (4) (5) (5) (4) (5) (3) (4)]
) 4. 144% 0, 149(0. 104t 0, mzHo, 697 £0.044{0. 7261 0.02500.061+0.0040.032%0.004§0. 083 £0.004{0. 024+ 0.004§0.003 *0.001{0. 046 0. 003
15 minutos - 6 | (5) (4) (5) (5) - (5) | (5)1 (4) (4)]
Veces controll 3.66 3.06 2.22 1.05. 2.03, 2.13, 1. 26 2. 00} 2.0 S
. 2.639+ 0. 42440.089 % 0.016}0 556 + 0. 100j0. 455 +0. 075[0. 037 £ 0. 0060. 021 % 0. 003|0. 072% 0. 004}0. 0247 0. 0040 012 0. 0030. 067 0. 01
30 minutos i - gl )| (5) (5)] (6) (6) (5) | (3)!
Veces control "2.33 2.62) 1.7%| 0. 66/ 1. 23, 1.09 2. 001

1.40]

2. 00|

2.03] -

60 minutos |

(5)

1.073% 0. 145]0.076 £ 0

(6)

(8)

.006§0. 514 £ 0. 106{0. 569 £0.02

(5)

(6)!

(6) |

0.058 + 0. 0050. 030% 0. 003]0. 069 +0. 003

(6) |

(6)

0.019+0.0030. 014 £0. 003J0- 097 +0. 003

(5)

(4) |

Veces control|

0.95,

2. 24[

1.64"i

0.22

1.93

2.00/

1.05,

1.58

2. 33,

2.94

90 minutos

(5)

(5)

(5)

(5)

(5)

(5)!

0.993% 0. oe?J!uo. 026 £0.002/0. 318 £0. 041{0. 580 X 0. oe’s’jo. 034%0.0020. 008 £0. 004J0. 054 £0. 005|

(5)!

(5)

0.011 to.ooz&o.oosto.ooqfo.ogl +0. 008

(5).

(5)

VVeces control |

0.88

0.76

1500

0.8«

1.13

0.53

0.82

0.92

1.33

2. 76

120 minutos

0.988% 0. 154

(6)

0.031% 0. 004

(6)

0.343%0. 045#0. 710% 0. 05540. 035+ 0. 0050. 007 £0. 002

(6}

(6)

(6)

(4)

0.04910.003]
(5)

0.012t0.00%1
(5)

0.012%0.002

(5)

0.075%0.005

(5)

VVeces control

0.87

0.91

1.09:

1./03

197 |

0. 47

0.74

1.00

2.00

2,27




GRAFICA N2 10
EJERCICIO + CINa EJERCICIO +COH-

30 60 90 30 60 90

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracibdn de: malato, aspartato y fos-
foenolpiruvato en higado de ratas alimentadas y en hfgado de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO3H_
200 mM, 30 minutos antes de la realizacibén del ejercicio. .
. LLos resultados se expresan como mUltiplos de los valores controles.

CMalato, CAspartato, ¥Fosfoenolpiruvato.



GRAFICA N2 11

EJERCICIO + CINa : EJERCICIO + co3H'
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30 60 90 30 60 20

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre |la concentracidon de: 2 fosfoglicerato, triosas
fosfato y fructosa 1-6 difosfato, en higado de ratas alimentadas y en el de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de
CO3H_ 200 mM, 30 minutos antes de la realizacion del ejergicio.

L.os resultados se expresan como mOltiplbs de los valores controles,

® 2 Fosfoglicerato, OTriosas fosfato, (JFructosa 1-6 difosfato.
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| GRAFICA N2 12

EJERCICIO + CINa ' EJERCICIO +COSH_

| | | | | | | |
30 50 20 30 60 90"

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracibén de: lactato, piruvato, fructo-

sa 6 fosfato y glucosa 6 fosfato, en rifidn de ratas alimentadas y en el de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de

CO3H_ 200 mM, 30 minutos antes de la realizacion del ejercicio.
Los resultados se expresan como miltiplos de los valores controles.

O Lactato, ®Piruvato, OFructosa 6 fosfato, BGlucosa 6 Fosfato,



L.a concentracién de malato aumenta a fos 15 minutos y des
ciende, progresivamente, a la normalidad estando el aspartato siempre por
debajo de los valores normales, en cambio, el fosfoenolpiruvato tiene un
descenso a los 15 minutos para subir bruscamente a lo targo del ejercicio.
En las ratas con ingestién previa de bicarbonato, el aspartato permanece %
siempre por debajo de los valores normales mientras que el malato y el
fosfoenolpiruvato tienen un comportamiento mas o menos semejante con un

méaximo a los 15 minutos ( grafica n? 13 ).

L.a concentracibn de triosas fosfato no se ve aiterada en
ningln caso, la fructosa 1-6 difosfato se mantiene practicamente en los ni
veles normales en ratas ejercitadas, aunque se encuentra muy aumentada
en la primera hora de ejer‘cicio tras la administracidén de bicarbonato. El
comportamiento del 2 fosfoglicerato es semejante pero el aumento, en el
caso de ratas no acidbticas, es aln méas notable ;;or* cuanto gue los valores
correspondientes a las ratas sin tratamiento previo permanecen siempre in

feriores a los normales (gréafica n? 14).

4.4. - EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA GLUCONEOGENE-
SIS RENAL EN RATAS EJERCITADAS.

Estas experiencias se realizaron para obtener otro argu-
mento adicional en favor de la vinculacién del aumento en la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la gluconeogénesis renales a la acidosis
metabdlica. En efecto, estd demostrado que la adrenalectomia no impide es
te efecto en los animales con acidosis clorhidrica experimental (215). Los
animales se adrenalectomizaron por escisidn bilateral dorsal y se mantu—-—
vieron posteriormente una semana con dieta estandar y solucidén s.alina 0.9%
antes de ser utilizados. L.os controles de operacibn son animales a los que
se intervino de igual forha pero sin extirparlies los adrenes . Debido a la

inferioridad fisica de estos animales y teniendo en cuenta que un ejercicio
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GRAFICA N2 13

EJERCICIO + CINa EJERCICIO +CO3H—

] | | | = | | |
30 60 90 30 60 S0

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracidon de: malato, aspartato y fos——
foenolpiruvato en rifén de ratas alimentad as y en el de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO _H~ 200 mMm,

30 minutos antes de la realizacién del ejercicio.

L.os resultados se expresan como mGltiplos de los valores controles.

OMalato, OAspartato, xFosfoenolpiruvato.



GRAFICA N214

EJERCICIO + CiNa . EJERCICIO+CO3H—

e | | b ] |
30 60 90 30 60 90

Efecto de distintos tiempos de ejercicio sobre la concentracibn de: 2 fosfoglicerato, triosas
fosfato y fructosa 1-6 difosfato, en rifién de ratas a las que se hizo ingerir 10 ml de CO3H-1 200 mM, 30 minutos
antes de la realizacibdn del ejercicio.

Los resultados se expresan como miltiplos de los valores controles,

® 2 Fosfaglicerato, OTriosas fosfato, OFructosa 1-6 difosfato.
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de 15 minutos con reposo posterior hasta las dos horas produce un incremen-
to en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa similar al encontra——
do para un ejercicio de dos horas (185), fué este el tratamiento a que se so-

metid a este tipo de animales.

4.4.1.- Concentracidbn de glucosa y lactato en sangre.

Los resultados thehidos estan expresados en la tabla XX
y gréfica n? 15. Se puede comprobar que ni en el caso de animales someti-—
dos a 15 minutos de ejercicio y posterior reposo, ni en el de los controles
de operacidn hay variaciones significativas en la glucemia, en cambio és-
ta si se vé significativamente disminuida en el caso de animales adrenalec-
tomiz ados y sometidos al ejercicio. Los niveles de lactato en sangre tras

las dos horas de iniciada la experiencia no ofrecen variaciones especiales

4.4.2. - Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y capacidad gluco-

neogénica de corteza renal

Los resultados obtenidos se expresan en la tabla XXl y en
la gréafica n? 16. Se observa que tanto la actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa como la capacfdad gluconeogénica sufren un aumento parale—
lo y altamente significativo siempre que las ratas se someten al ejercicio,

ya sean normales o adrenalectomizadas.

4.5.- EFECTO DE LA INFUSION EN SANGRE DE ACIDO LACTICO Y
LACTATO SODICO SOBRE LA GLUCONEOGENESIS RENAL DE
RATA.

Estas exper‘iéncias tenfan por objeto provocar en los ani
males de experimentacidn una situacién de acidosis similar a la que tiene
lugar durante el ejercicio.

A los animales se les introdujo un catéter en la yugular
derecha y a través de &l se les infundid’una solucién de &cido lactico o

lactato sédico. A los animales controles se les infundid el mismo volumen
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TABLA XX

Efecto de la adrenalectomla sobre las concentraciones de gluco-
sa y lactato en sangre, en ratas ejercitadas durante 15 minutos y sacrifica-
das a los 120 minutos del comienzo del ejercicio.

Los resultados se expresan en/.,srrioles X ml_] de sangre.

Los resultados son medias t el error estandar de la media. EI n_L_f

mero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P <{0.01 segln el test de la t de Student, referido a los animales

normales. )
GLUCOSA LACTATO
Normales 7.163% 9.213 (4) - 2.2192 0. 215 {3)
Ejercicio 6.517% 0.356 (3) 2.540* 0.174 (3)
Contro!es+Ej<_erc. 6.026% 0.466 (3) 2.226£0.206 (3)
Adrenalect. + Ejerc. 4,748+ 0,252 (3) A 2.62220.419 (3)
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GRAFICA N2 15

Glucosa

L.actato

EN

Efecto de la adrenalectomia sobre
las concentraciones de glucosa y lactato en sangre en
ratas ejercitadas durante 15 minutos y sacrificadas a
los 120 minutos del comienzo del ejercicio.

a) Normales; b) Ejercicio; c) Controles operacibdn +Ejer

cicio; d) Adrenalectomizadas + Ejercicio
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TABLA XXl

Efecto de la adrenalectomfia sobre la actividad de la fosfoenolpiru-

vato carboxicinasa y la capacidad grluconeogénica de corteza renal en ratas
ejercitadas durante 15 minutos y sacrificadas a los 120 minutos del comienzo
del ejercicio.

La actividad enziméatica se expresa en nmoles de sustrato trans—

) -1 -1 : : ani - ¢
formado x minuto X mg de proteina. L.a capacidad gluconeogenica se ex-

-1 -1 L.
presa como umoles de glucosa x hora X gramo de tejido seco.
L.os resultados son medias T el error estandar de la media. EI
nimero de experiencias se indica entre paréniesis.

* P <<0.01 segln el test de lat de Student, referido a los anim_al

les normales.

PEPCK GNG renal
Normales 38+ 4 (3) \ 116+ 5 (3)
& #
Ejercicio 61 3 {3) 148+ 7 (3)
. " .
Controles+ Ejerc. 55+ 2 (3) 152415 (3)
* i *
Adrenalect. + Ejerc. 56+ 5 (5) 145+ 5 (5)
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GRAFICA N2 16

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa
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de solucibn salina 0.9 9.

4.5.1. - Infusidn de &cido lactico.

Lo primero que se tratd de establecer fué la dosis idénea
de acido lactico que habfa que administrar a los animales para que la con-
centracidn de lactato en sangre, al acabar la infusién, fuera del mismo or
den que la encontrada durante los primeros minutos de ejercicio.

Los resultados estdn expuestos en la tabla Xll. Se puede
observar que con una dosis de 8 mmoles/Kg de peso, la concentracibn de
lactato en sangre es de 10 mmolar, por lo que esta fué la dosis escogida

en primer lugar.

4.5.1.1. - Efecto de la infusidn de acido lactico (8 mmoles/Kg) so-

bre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y capacidad gluco--

neogénica de corteza renal.

Un lote de ratas fué sacrificado a la hora d.el comienzo
de la infusidn y otro lo fué a las dos horas del comienzo de la misma.

L.os resultados estéan expuestoé en la tabla XXHI1. Puede
observarse que a la hora del comienzo de la infusién hay un aumento tigera
mente significativo sobre la actividad de la fosfoenol piruvato carboxicina-
sa. Por otra parte, la capacidad gluconeogénica no se ve alterada. L a con
centracidon de glucosa en sangre sufre un aumento a las dos horas de comen
zada la infusibén. L.os animales sufrieron un gran dano renal con eliminacién
de gran cantidad de sangre en orina a pﬁar‘tir de los primeros minutos del co-
mienzo de la infusién. Por este motivo parecid conveniente disminuir la do-

sis de acido lactico en sucesivas experiencias.

4.5.1.2.~- Efecto de la infusidn de &cido lactico ( 4 mmoles/Kg ) so-

bre las actividades de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, piruvato cinasa

y sobre la capacidad gluconeogénica de corteza renal.

Los resultados estdn expuestos en la tabla XXIV. Se pue-
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TABLA XXl

Efecto de la infusién de distintas dosis de aci
do latico sobre la concentracibn de lactato en sangre in-

mediatamente después de acabada la misma.

Los resultados estan expresados en/umoles X -

-1
mi de sangre
- Los resultados son medias 1 el error estandar

de la media. El nUmero de experiencias se indica entre

paréntesis.
* P<C0.05, P <0.01 % P <<0.001 segln

gl togt de la 1 de Situdent. :

LACTATO
Coniralss 1.881£0.502 (3)
2 mmoles / kg 4.392£0.794 (4)
4 mmoles / kg 4.492 £0.558 (7)*”
8 mmoles / kg 10.153 £1.057 (3) Eax
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TABLA XXill

Efecto de la infusibén de acido lactico (8 mmoles/Kg de pe-
so) sobre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, sobre la capacidad

gluconeogénica de corteza renal y sobre las concentraciones de lactato y gluco-
sa en sangre, a distintos tiempos después de comenzada la infusibn.
La actividad enziméatica se expresa en nmoles x minuto x

g ;

mg de proteina. LLa capacidad gluconeogénica en pMmoles de glucosa producida
-1 -1 . A

X hora X gramo de tejido seco. Las concentraciones de glucosa y lactato en

v -1
pMmoles x ml de sangre.
L.os resultados son medias + el error estadndar de la media.

El nUmero de experiencias se indica entre paréntesis..
* P<0.05, segln el test de la t de Student.

CONTROLES 1 HORA : 2 HOPAS
PEPCK 42+ 3 (4) 5324 (8) 48+4°49)
GNG renal 105 £3 (3) 98 £ 7 (5) 1125 {(9)
L.actato 2.137%0.205 (4) 2.594*0.577 (4) 2.-441 + 0.088 (8) 1
Glucosa 7.279%0.203 (4) | 7.940%0.347 (4) | 9.108+0.836 (6)
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TABLA XXIv

Efecto de la infusién de acido lactico (4 mmoles/Kg de
peso) sobre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y sobre la ca
pacidad gluconeogénica de corteza renal, asf como sobre las concentracio-
nes de glucosa y lactato en sangre, a las 2 horas de comenzada la infusién.

La actividad enziméitica se expresa en nmoles x minuto-1 X mg lv
de proteina. La capacidad gluconeogénicaen JMmoles de glucosa -pr‘oducida x
hor‘a-] x gr‘amo—] de tejido seco.l _as concentraciones de glucosa y lactato
en umoles x ml-] de sangre. |

L os resultados son medias t el error estandar de la media. E| nQ

mero de experiencias se indica entre paréntesis.

*P<0.01; xx P<0.001 segln el test de la t de Student.

CONTROLES ACIDO LACTICO
* %
PEPCK 43*2 (10) 71t 5 {16)
GNG renal 1216 (9) 161t 9 (12) "
PK , 209+ 20 (8) 208t 21 (5)
L actato 2.066t0.133 (9) 2.607 *0.209 (16)
Glucosa 7.279% 0.203 (8) 7.527 £0.203 (15)




de apreciar que la actividad de Ia fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capa-
cidad gluconeogénica de corteza renal sufren un incremento altamente signi-
ficativo del mismo orden que el encontrado para ratas sometidas a un ejerci-

cio de 2 horas.

4.5.2. - Efecto de la infusidn de lactato sbdico ( 4 mmoles/Kg ) sobre las ac-

tividades de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, piruvato cinasa y capacidad

gluconeogénica de corteza renal.

Los resultados estidn expresados en la tabla XX\V. Puede ob
servarse que, como cabfa esperar, no hay ningln parametro que presente va
riaciones significativas.

En la grafica n? 17 se compar_*an las actividades de la PEPCK
y la capacidad giuconeogénica de corteza renal de ratas con infusién de acido

lactico y de ratas a las que se infundid lactato sbédico.

4.6.- EFECTO DE LA INFUSION EN SANGRE DE ADRENAL INA SOBRE
LA GLUCONEOGENESIS RENAL .

En el aumento de la capacidad glucqneogénica de corteza re-
nal y de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de ratas sometidas
a dos horas de natacién, en agua a 22 °C, influyen factores como el frio y el
estrés que sufren los animales en estas condiciones (185). Por otra parte, la
sobreproduccidén muscular de lactato esté influenciada por la adrenalina a tra-
vés de la glucogenolisis. Debido a ello parecié conveniente realizar unas expe
riencias infundiendo adrenalina a las ratas para tratar de delimitar la influen-

cia que esta hormona tiene en la gluconeogénesis renal en tales condiciones.
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TABLA XXV

Efecto de la infusién de lactato sédico (4 mmoles/Kg de peso) so-
bre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, sobre la capacidad -
gluconeogénica de corteza renal y sobre las concentraciones de lactato y glu-

cosa en sangre, a las 2 horas de comenzada la infusion.

& g ok %s - ki ; -1 -1
L.a actividad enziméatica se expresa en nmoles x minuto X mg

de proteina. L a capacidad gluconeogénica en umoles de glucosa producida

-1 2 L
x hora X gramo de tejido seco. Las concentraciones de glucosa y lac-

-1
tato en }Jmoles x ml de sangre.

LLos resultados son medias + el error estandar de la media. EI

nimero de experiencias se indica entre paréntesis.

CONTROLES LACTATO SODICO
PEPCK 2tz (10, fir
GNG renal T3 zs (o) 134 4 (4)
B 209 £ 20 (8) 202+ 12 (6)
l_actato 2.066% 0. 133 (9) 2.396 10.476 (3)
Glucosa 7.279% 0.203 (8) 6. 908 £ 0.257 (o)
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4.6.1.- Efecto de la infusién de 5 ug / Kg de peso de adrenalina sobre las ac-

tividades de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, piruvato cinasa y sobre la ca-

pacidad gluconeogénica de corteza renal.

Con esta dosis de adrenalina pudimos comprobar que la con-
centracién de lactato en sangre aumentaba significativamente a los 15 minutos
del comienzo de la infusibén: de 1.881* 0. 302 pmoles x ml_c’]i 3.190 £ 0. 280, dis
minuyendo progresivamente a 2. 960 = 0. 110 a los 30 minutos y a 1.670 £ 0. ZbO
a los 60 minutos.

Los resultados encontrados a las dos horas del comienzo de
la infusibn estan reflejados en la tabla XXVI y grafica n? 18. Puede observar-
var un aurhento altamente significativo en la capacidad gluconeogénica de cor-

teza renal y una disminucidn en la concentracién de glucosa en sangre.

4.6.2. - Efecto de la infusién de 10 ug / Kgde peso de adrenalina sobre las

actividades de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, piruvato cinasa y sobre

la capacidad gluconeogénica de corteza renal.

A los 15 minutos de empezar la in.fusién la concentracidn de
lactato en sangre se habfa incrementado hasta 3.932 £0. 302}Jmoles X ml_1
y la concentracibén de glucosa en sangre a 9.440*0. 378pumoles x ml_] .
Los resultados encontrados a la hora y a las dos horas del
comienzo de la infusidn se muestran en la tabla XXVII y grafica n® 18. En
los dos tiempos los resultados son semejantes: ligero aumento,pero significa-
tivo, en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, aumentos altamen
te significativos en la capacidad gluconeogénica y ligero descenso en la con—

centracion de glucosa en sangre que se hace patente a las dos horas del CO——

mienzo de la infusidén.
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TABLA XXVi

Efecto de la infusién de adrenalina (5 pug/Kg de peso)
sobre las avtividades enziméaticas de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y
de la piruvato cinasa, sobre la capacidad gluconeogénica de corteza renal

y las concentraciones de lactato y glucosa en sangre, a distintos tiempos

de acabar la infusidn.

Las actividades enziméaticas se expresan en nmoles x
s e -1 . , eni
minuto X mg de proteina. La capacidad gluconeogénica en umoles de
; -1 -1 e .
glucosa producida x hora X gramo de tejido fresco. L as concentracio-

. -1
nes de lactato y glucosa en sangre como umoles x ml de sangre.

Los resultados son medias + el error estandar de la me—

dia. El nUmero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P<{0.01 %% P <{0.001 segln el test de la t de Student.

CONTROLES ADRENAL INA
PEPCK 40+ 3 (6) . 50%5 (5)
CNG renal 1165 (6) 154 t6 (6)
PK 198 £ 18 (5) 225 £ 11 {6)
L actato 2.139 £0.206 (6) 2.229£0.311 (5)
Glucosa 7.195 0. 408 (6) 5.989%0.316 (6)
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TABLA XXVil

Efectd de la infusién de adrenalina (10 pg/Kg de peso) sobre
las actividades enzimaticas de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de la piruvato
cinasa, sobre la capacidad gluconeogénica de corteza renal y las concentraciones
de lactato y glucosa en sangre, a distintos tiempos de acabar la infusion.

Las actividades enziméticas se expresan en nmoles X minu--

ito X mg—] de proteina. L a capacidad gluconeogénica en }Jmoles de glucosa PPo——
%ducida x hora-] x gr‘amo_1 de fejido fresco. Las concentraciones de lactato y glu
Ecosa en sangre como umoles x ml_—l_ de sangre.

Los resultados son medias + el error estandar de la media.

El nUmero de experiencias se indica entre paréntesis.

* P <<0.05 %+*P <0.02 %= P <0.001 segln el test de la t

de Student. “ 2B
CONTROLES 1 HORA 2 HORAS
* %k *
PEPCK 424 (6) 57 £5 (4) 53 +4 (4)
* k¥ * 3k %
GNG renal 1147 (6) 173 £10 (4) 167 +6 (8)
PK 21316 (6) 244 £ 34 (4) 250 37 (3)
*
Lactato 1.999%0.128 (7) | 2.788%0.416 (3) | 2.887 £0.361 (7)
& %k
| Glucosa 7.332%0.219 (6) | 7.220%0.288 (3) | 6.159%0.168 (8)
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V.- DISCUSION



V DISCUSION

5.1. EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BICQUIMICOS REL ACIONADOS
CON LA GLUCONEOGENESIS A LO LARGO DEL DIA.

Solo muy recientemente los biblogos han tomado concien—
cia de que muchos procesos fisiolbgicos estan sometidos a ci\clos de activi—-—
dad cuando se estudian bajo condiciones constantes de Iabor‘ator‘io. En mu—--
chos casos, los ciclos son de 24 horas y para ellos el profesor Franz Hal--
berg, de la Universidad de Minnesota, ha propuesto el término de ritmos
""circadianos! ( ritmos de aproximadamente un dia).

En la actualidad se conocen ritmos de esta clase para al-
gunas enzimas de gran interés metabdlico, entre ellas la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa. El ritmo 'Ycircadiano! de esta enzima ha sido estudiado por
Phillis y Berry en higado de raton (189, 190), por Nagai, Suda y Nakagawa
y por Lane y Mavrides en higado de rata (182, 183, 191) y por Nagai, Suda,
Yamagishi, Toyama y Nakagawa en rifén de rata (184). Hay que hacer notar
que en muchos casos la amplitud de las variaciones en la actividad de esta
enzima supera la de los efectos originados por diversas manipulaciones nu-
tricionales u hormonales. Ello obliga, necesariamente, a una gran cautela
en la inter‘pr“etacién de los resultados, maxime cuando los mecanismos res—

ponsables del ritmo biolbgico natural no estan todavia bién conocidos.

Nuestro estudio se ha realizado en unas condiciones si——
milares a las resefiadas en la bibliograffa que acabamos de citar, pero los
tiempos a que se han realizado las determinaciones eran distintos pués co-
rrespondfan especificamente a nuestras necesidades experimentales habitua
les. En general se puede decir que la concordancia ha sido muy grande y

los datos obtenidos nos han permitido realizar las experiencias siguientes
en las condiciones més adecuadas , en las que la actividad gluconeogénica
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es minima.

Otro aspecto destacable de forma general es la notable si
militud entre las variaciones registradas, en la mayorfa de los casos, en las
ratas con acceso a la comida y las privadas de alimento. Esta similitud no es
dificil de explicar si se tiene en cuenta que la rata se alimenta, fundamental-
mente, en las horas de oscuridad, siendo muy pequefa la ingesta durante la
etapa luminosa. La ausencia de alimento se nota especialmente en ios valores
de glucbdgeno y glucosé sanguinea en las Gitimas horas de la experiencia, va-
lores que son logicamente menores que los correspondientes a los animales

con acceso a la comida.

‘La curva ascendente de la actividad de la fosfoenolpiruvas-
to carboxicinasa hepatica concuerda totalmente con los datos bibliograficos.
Es interesante resaltar que las variaciones enzimaticas son inversas al con
tenido en glucbgeno, lo que resulta de interés fisioldgico indudable, dado el
papel gluconeogénico fundamental de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Al
alcanzar la maxima actividad aumenta el potencial de resintesis de glucosa
aunque probablemente esta capacidad no sera utilizada a gran escala a me—-
nos que los animales sean privados de alimento durante las horas siguientes

de oscuridad.

' L as fluctuaciones de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
renal se corresponden en amplitud con las resefiadas en la bibliografia, aun-
que el incremento en la actividad se inicia antes en nuestras condiciones ex -
perimentales. Es especialmente destacable el paralelismo con la capacidad
gluconeogénica de la corteza renal, lo que subraya, una vez mas, el papel
esencial de dicha enzima en la regulacién de la produccién de glucosa por el
rinén.

En relacidén a los resultados obtenidos tras 24 horas de
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ayuno, se corroboran datos ampliamente conocidos, tales como el descen-—
so0 en la glucemia y el aumento de la concentracién de cuerpos cetbnicos

en sangre. Por otra parte, no se han obtenido diferencias significativas
para la actividad de las enzimas fructosa difosfatasa, piruvato cinasa y
lactato deshidrogenasa. Para esta Gltima enzima no ha sido descrita nin-
guna activacién por ayuno, mientras que los datos bibliograficos en rela-
cidén a la piruvato cinasa y fructosa difosfatasa no son coherentes sino, in-
cluso, contradictorios (43, 192, 193, 194, 195, 196, 197,198).En cualquier ca-
SO, parece ahora bién establecido que ambas enzimas pueden ser reguladas
en su actividad sin carbbios importantes en la cantidad de proteina. Asf la
fructosa difosfatasa se regula fundamentalmente por los niveles de sus efec
tores alostéricos, basicamente, AMP ( 199, 200, 201 ). Por lo que se refie
re a la piruvato cinasai, su pape!l regulador en el sistema glucolisis — gluco-
neogénesis esta relaci;)nado con la existencia de formas convertibles (por

fosforilacién - defosfog‘ilacién) en la isoenzima tipo L. que tienen distinta

actividad (202, 203, 204,205 ).

La fosfoenq_lpiruvato carboxicinasa alcanza valores muy
superiores a los encontrados durante las primeras 16 horas, sobre todo
en el caso de la corteza renal; lo que concuerda perfectamente con los da-
tos bibliograficos (43, 206). Esta activacién registrada "in vitro! se refle
ia en el perfil de los metabolitos intermediarios de la gluconeogénesis obte
nido en experiencias ”ih vivol!, En ,efe‘cto, tanto en hfgado como en rifidn
aparece un decrecimiento de malato y un incremento de fosfoenolpiruvato
con respecto a las concentraciones basales. Los niveles de malato reflejan
en una cierta extensidén a los de oxalacetato, mas dificil de medir, y sustra-
to de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Ello parece indicar que la gluco—-
neogénesis funciona en ambos brganos de acuerdo con sus condicionamientos
fisioldgicos respectivos. El desencadenamiento de |a gluconeogénesis hepa-

tica debe estar provocado por la hipoglucemia a través de los estfmulos hor-
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monal es oportunos. En cambio, la produccidén de glucosa por el rindn pare-
ce estar vinculada a la regulacién del equilibrio acido-basico del medio in—
terno (188). Por ello el aumento en la gluconeogénesis renal debe estar con

dicionado por la acidosis metabblica originada por el acmulo de los compues

tos cetdnicos en plasma.

La Gltima consideracién en torno a estos resultados con--
cierne a la diferencia entre los valores controles de fosfoenolpiruvato car--
boxicinasa y de la capacidad giuconeogénica de corteza renal resefiados en
las tablas Il y V. Estos Gltimos resultados corresponden a experiencias rea-
lizadas en Marzo, mientras que los datos de la tabla Il fueron obtenidos en
Enero. L.as diferencias para la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxici--
nasa renal en estos meses ha sido descrita recientemente por Nagai y colabo

radores “,84)' y son del mismo orden de magnitud que las que comentamos.

5.2.- ACIDOSIS LACTICA Y GLUCONEOGENESIS RENAL DURANTE EL
EJERCICIO.

Las relaciones entre la gluconeogénesis renal y la acido-
sis estan bién establecidas ( véase parte tebdrica, seccidén 2.2.2. ). Cuando
en nuestro Departamento se puso de manifiesto que el ejercicio muscular,
realizado en determinadas condiciones experimentales ( natacién en agua a
222 C ), producfa una activacién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de
la capacidad gluconeogénica de la corteza renal de rata, esta activacion fué
atribuida a la acidosis provocada por la acumulaciébn de lactato en plasma co
mo consecuencia de la intensa glucolisis muscular (206, 207). Posteriormente,
la vinculacidn del efecto del ejercicio a la acidosis metabblica concomitante

ha sido confirmada en ulteriores trabajos (185, 187).

Por otra parte, existfan algunos datos que permitian supo-
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ner que la gluconeogénesis renal era operativa " in vivo " durante el ejerci-
cio de acuerdo con el perfil de metabolitos intermediarios del proceso (49)
pero no existfa ninglin estudio de este tipo en ratas no acidbticas sometidas
a natacién. :

Nosotros hemos acometido este Gltimo estudio con el fin
de corroborar que el fténcionar?iento de la gluconeogénesis renal durante el
ejercicio esta vinculado a la e;<istencia dé acidosis. Para ello, se han de--
-terminado los metabolitos intermediarios de la gluconeogénesis en hfgado y
rifibn de ratas sometidas a ejercic'io y tratadas previamente con bicarbona-
to para prevenir la acidosis. Paralelamente se han realizado una série de
determinaciones relacionadas con la gluconeogénesis como referencia para

interpretar los datos obtenidos ! in vivo !,

Como ya se ha indicado anteriormente, el ejercicio se ha
desarrollado entre las 10 y las 12 horas, perio-do que coincide con el utili-——
zado habitualmente con anterioridad y en el que tiene lugar un decrecimiento’
de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de la capacidad gluconeogénica de la

corteza renal en las ratas controles.

La evolucidn de la capacidad gluconeogénica renal y de los
valores de acido lactico y de glucosa en sangre durante el ejercicio coincide
con los datos‘ obtenidos anteriormente (185, 187), Si bién la lacticidemia a los
15 minutos de la natacién es ahora menor, ello se debe a que también son me-
nores los valores iniciales de lactato, siendo idéntico el incremento en todos
los casos. Se corrobora también que el descenso de la lacticidemia a la nor-
malidad es méas lento en los animales tratados con bicarbonato, lo que parece
explicarse por el menor funcionamiento de la gluconeogénesis renal a partir

de lactato en estos animales (187).

Datos originales de estos estudios " in vitro " son los que

se refieren a la evolucibdn de las enzimas glucosa 6 fosfatasa y piruvato cina-—
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sa durante las dos horas de natacidn. Sobre la glucosa 6 fosfatasa existjan
datos preliminares que indicaban una activacién ligera durante el ejercicio
(49 ). En cuanto a la piruvato cinasa, el interés de su estudio radica en

gue se trata de una enzima cuyo funcionamiento afecta negativamente a la
gluconeogénesis por facilitar el reciclaje del fosfoenolpiruvato ( producido
por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa) a piruvato. De hecho, la relacibdn en-
tre las actividades de estas dos enzimas, piruvato cinasa y fosfenolpiruvato
carboxicinasa, condiciona el funcionamiento de la gluconeogénesis en diver-

sas condiciones experimentales ( 208)

Si solo se tienen en cuenta los resultados obtenidos para
la evolucidn de la actividad ensayable de la piruvato cinasa, es lbgico pensar
gue el funcionam-fell;-t‘o ;ﬁe lé gluconeogénesis durante el ejercicio no debe es-
tar facilitado en higado. Incluso se puede establecer un cierto antiparalelis
mo entre la actividad de la piruvato cinasa y las concentraciones de fosfoenol
piruvato en hfgado a los distintos tiempos estudiados. De todos modos, la ac-
tividad ensayable de la piruvato cinasa no basta para deducir su funcionamien
to ' in vivo ", puesto que este depende, sobre todo, de la especie enzirética
presente entre las formas convertibles de la isoenzimea tipo L (202, 203, 204,

205 ). Para el rifibn solo se ha detectado un cambio significativo a los 90
minutos, coincidiendo con el méaximo de activacién en higado. Sin embargo,
a este tiempo‘ no hay correspondencia con un descenso en las concentrzacio-—
nes de fosfoenolpiruvato renal. Aunque la distribucidn isoenzimatica de la pi
ruvato cinasa en rifdn difiere de la del hfgado, la r‘egulacién de le enzima
se realiza de forma similar (167, 209, 210, 211, 212, 213) por lo que la inter-
pretacidn dg gsto;; fendmenos requiere un cuidqdoso estudio ulterior.

El aumento en la actividad ensayable de la piruvato cinasa
hepatica que tiene lugar durante el ejercicio parece estar relacionado con lz

acidosis puesto que no se da cuando a los animales se les administra previa-

.
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mente bicarbonato. Por otra parte, aunque en estas condiciones hay un a'umep_
to de la piruvato cinasa en el rifidn a los 60 minutos de ejercicio, la adminis-
tracibn de bicarbonato propbrciona valores de actividad méas bajos en los Gl-
timos tiempos, por lo que el esquema general de estos efectos podrfa sumari-
zarse asf: durante el ejercicio aumenta la actividad de la enzima‘ en hfgado y
rifdn, siendo anulados estos efectos por la administraciébn de bicarbonato.
Dada la trascendencia de la piruvato cinasa a efectos de regulacidén, de acuer
do con las recientes investigaciones que acabamos de citar, parece claro el
interés de proseguir estudios durante el ejercicio, profundizando en los as -~
pectos isoenziméticos para poner de manifiesto cual de las especies molecula

res se ve afectada en nuestro sistema experimental.

Por lo que se refiere a la glucosa 6 fosfatasa, las varia-
ciones encontradas son de pequefia magnitud y en muchos casos no significa-
tivas. Se corrobora el efecto estimulante del ejercicio sobre la enzima re-- ‘
nal ya descrito en un trabajo anterior (49), efecto que no parece estar rela-
cionado con la acidosis. La enzima hepitica sufre un ligero pero significati-
vo declive al final del ejercicio mientras que la administracién de bicarbona-
to durante la natacidn se traduce en un aumento de la actividad. En cambio,
las referencias bibliograficas indican que el bicarbonato afecta negétivamen~

te " in vitro ¥ a la glucosa 6 fosfatasa (214).

L.a evolucidén de los metabolitos intermediarios de la glu-
coneogénesis a lo largo del ejercicio parece indicar que este proceso no fun
ciona a gran escala en el hfgado. Se observa un gran acGmulo de lactato y
piruvato a los 15 minutos - que coincide con la maxima lacticidemia —, segui-
do de un decrecimiento gradual a lo largo del tiempo hasta retornar a los va-
lores iniciales. Sin embargo, dado el progresivo aumento de malato'y, sobre
todo, de aspartato, es légico pensar que gran parte del esqueleto carbonado

del lactato no toma la via gluconeogénica.' Ello coincide con la relativa cons
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tancia de los valores de fosfoenolpiruvato. L.a poca operatividad de la gluco-
neogénesis hepética no es dificil de explicar si se recuerda que se trata de
animales bién alimentados y con suficiente cantidad de glucbgeno de reser-
va. La gluconeogénesis hepética es probablemente el origen de la constan—
cia en los altos valores de glucosa 6 fosfato durante todo el ejercicio. La
contribucidén del glucbdgeno hepatico al mantenimiento de la glucemia duran-

te el ejercicio esta bien establecida (90, 105, 106, 109).

La administracidn de bicarbonato se manifiesta fundamen-
talmente por el gran incremento de las concentraciones de 2 fosfoglicerato
y fructosa difosfato sobre los valores iniciales, aunque se llega a la norma-
lizacion al final del ejercicio. Desafortunadamente no disponemos de valores
de 3 fosfoglicerato por lo que es dificil atribuir el incremento en 2 fosfoglice-
rato a una inhibicién de la enolasa. En cambio, si parece légico pensar en
una inhibicion Yin vivo!" de la fructosa difosfatasa porque, simultaneamente,
tiene lugar un descenso en fructosa 6 fosfato.

Otro aspecto destacable es que en las ratas no acidbticas
las concentraciones de lactato y piruvato a los 15 minutos son muy inferiores
a las correspondientes a los animales acidbticos. Ello parece indicar una di-
ficultad inicial en estos Gltimos animales para metabolizar el lactato, lo que
concuerda con las experiencias de lles y cols. en higado perfundido, que en-
cuentran que la gluconeogénesis hepética se inhibe por acidosis a partir de
lactato y piruvato ( 62),

Los datos para el rifidbn indican, por el contrario, que la
gluconeogénesis es altamente operativa durante el ejercicio en los animales
aciddticos y que decrece algo en los animales tratados con bicarbonato. En
efecto, el acUmulo de lactato y piruvato a los 15 minutos es menor en los pri-

meros que en los segundos y aunque los nivele‘s de hexosas fosfato son altos
en estos a partir de los 30 minutos iniciales, los niveles de dichas hexosas

se mantienen elevados durante todo el ejercicio en los animales no tratados.
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Los valores de glucosa 6 fosfato en este caso solo pueden ser indicativos

de gluconeogénesis, dada la pequefia cantidad de glucbgeno que es capaz
de almacenar el rifén.

Las diferencias con el higado todavia son mas claras en
relacién a los metabolitos imblicados en la reaccibn catalizada por la fos—-
foenolpiruvato carboxicinasa. En el rifidn no existe actmulo sino decreci--
miento en aspartato mientras que los niveles tisulares de malato, aunque
aumentan en los primeros momentos como consecuencia del metabolismo del
lactato, van decreciendo después paulatinamente hasta la normalidad. Es
légico deducir que las concentraciones de oxalacetato (reflejo de las de as
partato y malato) son en todos los momentos poco importantes. EI fosfoenol
piruvato, en cambio, aumenta gradualmente a partir de los 30 minutos, indi
cando muy claramente la progresiva aceleracién de la reaccidon catalizada
por la fosfoenolpiruyato carboxicinasa y confirmando " in vivo " los resulta-
dos obtenidos ! in vitro ", L_a administracién de bicarbonato parece tradu-—-— ‘
cirse, en cambio, en un paulatino decrecimiento en la velocidad de esta reac

cion , como también cabfa esperar de las experiencias " in vitro !,

Como resumen de estas consideraciones puede decirse que
la gluconeogénesis hepética contribuye poco a ila homeostasis glucémica duran
‘te el ejercicio, siendo méas importante el aporte de glucosa a la sangre proce_
dente de la glucogenolisis. La gluconeogénesis renal, por el contrario, es
operativa en estas condiciones, sobre todo en los animales acidbticos. L a pre
vencidon de la acidosis hace decrecer la velocidad de la reaccién catalizada

por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y parece que disminuye en conjunto la

produccidn de glucosa.
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L as experiencias realizadas con E‘[‘imai§<~_‘__?*df“‘?_”i.'}?flg.‘f‘i~‘_
zados tenian por objeto confirmar la vinculacién de la respuesta renal al ejer
cicio con la acidosis metabblica que acompafia a esta situacidn fisiolbgica
por una via complementaria a las ytilizadas con anterioridad. Aungue esta
establecido que la induccién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de la
capacidad gluconeogénica de la corteza renal tiene lugar, unicamente, por
dos tipos de estimulos: -) acidosis metabblica y -) hormonas corticoides (188),
el mecanismo es distinto para ambos, de tal forma que el efecto de la acidosis
se puede dar en animales adrenalectomizados (188). Nuestros resuitados son
similares, constituyendo, por tanto, un dato confirmativo adicional de nues—
tra hipdtesis de trabajo. Los animales adrenalectomizados pudieron sopor--—
tar el ejercicio porque este tuvo una duracién de solo 15 minutos seguido de
un descanso hasta las dos horas habituales. Como habfa sido puesto de ma-
nifiesto en nuestro Departamento con anteridridad, el efecto de los 15 mi--

nutos de ejercicio es igual que si la natacién se mantiene dos horas dado

que la produccibn de lactato es identica en los dos casos (185).

Por Gltimg, hemos tratado de reproducir experimentalmen-—

te una situacidn de acidosis lactica infundiendo &cido lactico a los animales.

Yudkin y Cohen han estudiado la contribucidn del rifidén al consumo de lacta-
to en estas co;'ndiciones (53), pero el efecto de la acidosis lactica experimen
tal sobre la actividad de la fosfoenolpir*ﬁvato carboxicinasa y sobre la capa-
cidad gluconeogénica de la corteza renal, no habfa sido puesto de manifiesto

con anterioridad. En todos los casos los estudios se habfan realizado con

animales hechos acidbticos por ingestién de cloruro aménico (188)

Dado que los animales no soportaban bién la infusiébn de
una dosis de 8 mmoles / Kg., que originaba unos valores de lactato en san-

gre similares o incluso algo mayores que en el ejercicio, nuestros estudios
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se han realizado con la mitad de la dosis, lo que originaba una lacticidemia

claramente menor que la correspondiente al ejercicio. Sin embargo, los re-
sultados obtenidos en estas conqiciones son similares a los obtenidos en los
animales sometidos a ejercicio, unicamente no hay respuesta para la piruva-

to cinasa, tal vez porque la activacién de esta enzima requiera mas altos va-
lores de lactato en sangre.

Como era de esperar, segln nuestra hipotesis de trabajo,
la sustitucidn del acido lactico por lactato sbédico lleva consigo la desapari-
cidn de la respuesta renal, puesto que en este caso no hay acidosis metabb~

lica a pesar del aumento en la lacticidemia.

La infusibén de S pg / Kg. de adrenalina se traduce en un
incremento de lactato en sangre inferior al que se consigue por infusidn di-
recta del mismo. En estas condiciones no hay estimulo sobre la fosfoenolpi-
ruvato carboxicinasa pero en cambio aumenta la capacidad gluconeogénica
renal. Es claro que en este caso esta induccidén debe tener otro mecanismo,
quizéa relacionado con las concentraciones intracelulares de AMP ciclico,
que parece ser el mediador de la respuesta renal a las catecolaminas (215).
Al aumentar la dosis de adrenalina y conseguirse una concentracibén mayor de
lactato en sangre, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal muestra una ligera
pero significativa activacién, en tanto que la capacidad gluconeogénica renal
se incrementa considerablemente, como era de esperar de acuerdo con los ra-

zonamientos anteriores.

En resumen, se puede concluir que la acidosis lactica expe—
rimental produce un efecto similar al del ejercicio sobre la actividad de la fos
foenolpiruvato carboxicinasa y sobre la capacidad gluconeogénica de la corte

za renal. Aunque en las condiciones fisiolbgicas del ejercicio interviene la
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adrenalina en el aumento de la concentracion de lactato sanguineo, de forma
decisiva, por su conocida accidon sobre la glucogenolisis muscular, el meca
nismo de accidn de esta hormona es distinto y no parece ser ella la desenca

denante de la respuesta metabdlica renal sino la acidosis lactica originada.
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VI RESUMEN Y CONCL USIONES.

1. - En nuestras condiciones experimentales especificas se
ha estudiado, a lo largo-del dia, la evolucibén de la fosfoenolpiruvato carbo-
xicinasa y de la capacidad gluconeogénica de corteza renal, asl como de
otros parametros bioquimicos relacionados con la gluconeogénesis. Ello ha
permitido seleccionar las 12 de la mafiana como |a hora més adecuada para
realizar las siguientes determinaciones, por ser minhima, en ese momento,

la actividad gluconeogénica.

2. - Se han determinado los metabolltos intermediarios de

la gluconeogénesis en higado y rifién de ratas sometidas a ejercicio y trata-
das previamente con bicarbonato para prevenir la acidosis. Paralelamente

se han realizado una série de determinacione;'r“e‘l‘ aéiohadas con la gluconeo-
génesis como referencia para interpretar los datos obtenidos " in vivo Y. De "
los datos obtenidos parece deducirse que la gluconeogénesis hepética contri-
buye poco, durante el ejercicio, al mantenimiento de la glucenﬁia. En cambio,
la gluconeogénesis renal es operativa en estas condiciones, confirmando los
resultados " in vitro " y los datos preliminares obtenidos " in vivo ". L a pre
vencién de la acidosis hace decrecer la velocidad de la reaccién catalizada

por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y disminuye globalmente |a produccidén

de glucosa por la corteza renal.

3. - La adrenalectomla no impide la activacién de la fosfoenol
piruvato carboxicinasa y de la capacidad gluconeogénica de la corteza renal
por el ejercicio. Ello elimina a los glucocorticoides como mediadores de s .
cha activacién y constituye una confirmacién adicional de la vinculacién de

esta a la acidosis metabdlica que acompafa al ejercicio.
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4. _ La infusién de 4cido l4ctico produce efectos similares
a los del ejercicio sobre la fosfoenolpiruvato carboxicinasay la capacidad
gluconeogénica de la corteza renal. La sustitucién del &cido l&ctico por lac
tato sédico lleva consigo la desaparicién de este efecto, lo que lo hace cla-
ramente atribuible a la acidosis metabdlica y no al incremento en la lactici-

demia.

5. - La infusién de adrenalina estimula fuertemente la capa-
cidad gluconeogénica de la corteza renal y solo muy ligeramente la actividad -
de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, siendo este ultimo efecto dependiente

de la concentracién de &cido |4ctico que se alcanza en sangre.

CONCL USION GENERAL

Se confirma que la activacién de la fosfoenolpiruvaio carbo-
xi cinasa y de la capacidad gluconeogénica de la corteza renal producidas por
el ejercicio realizado en nuestras condiciones experimentales { natacién en -

agua a 22 °C ) se debe a la acidosis |&ctica que lo acompaiia.
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