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! _as bases moleculares de la patologla -
constituyen hoy uno de los campos mas apa
sionantes y atractivos de la investigacidon
bioquimica y permiten explicar la ralz, la
etiologfa de multiples afecciones cllnicas,
el fundamento de muchos tiratamientos tera
peuticos y de muchos datos utilizados en
el diagnosticoll.

F.Mayor

INTRODUCC i O

LiIna de las entidades clinicas que mayor atencidn estéa reci_
biendo en los quince Gltimos afios es la acidosis lactica, que aparece
por diversas circunstancias, tales como el tshock!' hemorragico,

efecto secundarios de medicamentos, diabetes, leucemia, ingestion de

alcohol, etc.

Como se ha sefalado recientemente, 'en la {iltima década se
han realizado avances importantisimos, principalimente por biogulmi-
cos y fisiblogos en la comprensidon de las vlas metabdlicas y del con-
trol del metabolismo del lactato, y parece aconsejable intentar ya la

<sfntesis de las informaciones clinicas, bioquimicas y fisiolbgicas!'l.

(% ).

(%) R.D.Cohen y H. F. Woods nClinical and Biochemical Aspects of
L actic Acidosis" Blackwell Scientific Publications, Oxford (1676)
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.LLa acidosis lactica es, por otra parte, algo tradicionalmen
te conocido como una consecuencia del ejercicio, situaciébn en la que
existe una relativa anoxia que lleva a |la sobreproduccidn de acido lac-
tico por el tejido muscular. Se trata en este Gitimo caso de una circuns
tancia que podemos calificar de normal o fisicibgica pero que lbgicamen

te debe tener muchos puntos de analogla con la acidosis lactica de tipo

patolbgico.

Gran parte del contenido de esta memoria esta relacionado
con el estudio de la acidosis lactica que se produce como consecuencia
del ejercicio muscular. Precisamente, el primer objetivo de esta tesis
era confirmar que en nuestras condiciones experimentales de actividad
muscular forzada (natacidn en agua a 222C) existla de hecho una acido--
sis metabdlica originada por la sobreproduccidén de acido lactico, a la
que se podrfa por tanto atribuir el estlmulo sobre ia actividad de la fos

foenolpiruvato carboxicinasa renal, que se habla demostrado previamen

te en nuestro Departamento.

|L_a fosfoenolpiruvato carboxicinasa de la corteza renal es
una enzima de un interés extraordinario dentro de este tejido en el que
parece desempenar un papel fundamentai. Por una parte es una enzima
clave de |la gluconeogénesis, proceso que contribuye en forma conside
rable a la homeostasis giucémica. Por otra parte es una enzima cuya
actuacidn resulta crucial para la formacidn de amonio a nivel tubular,
formacién que contribuye decisivamente a la restauracidén del equili-

brio 4cido-basico del medio interno en respuesta a ia acidosis.
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Dado que durante el ejercicio existe una fuerte demanda de
glucosa por parte del mGscullo, al mismo tiempo que aumentan |las concen
traciones sanguflneas de acido |Actico (formado por el propio tejido mus-
cular) y se produce acidosis, el funcionamiento incrementado de la fos-
foenolpiruvato carboxicinasa podrfa acelerar al menos potencialmente,
el consumo de acido lactico (que pasarfa a glucosa), al mismo tiempo que
se tenderfa a la normalizacidn del pH sangulneo, tanto por la desapari-

ciébn del lactato como por la formacién de amonio (véase esgquema en la

pagina siguiente).

No cabe duda, por tanto, de que el estudio de la fosfoenol-
piruvato carboxicinasa ~enal en relacién a la acidosis lactica del ejer-
cicio tiene un gran interés fisioldgico, pero que podria trascender a lo
patoldgico por su posible proyeccidon sobre algunas situaciones clinicas
relacionadas. En este sentido parece oportuno afiadir que el papel del
rifién en esta situacibn clfnica ha sido frencuentemente subestimado al
compararlo con la importante funcidn del hfgado en el metabolismo del
lactato. Es probable que un mejor conocimiento bioqufmico del rinon

permita sefialar para este tejido una contribucidén mayor a dicho meta-

bolismo.

Como hemos mencionado anteriormente, el presente trabajo
se ha emprendido con el fin principal de confirmar la vinculacidn del
efecto activante dzl ejercicio sobre la fosfoenclpiruvato carboxicinasa
~enal a la acidosis lactica que debe acompanar a esta situacidén fisiold-

gica. Deniro de este planteamiento se han realizado las oportunas expe
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riencias encaminadas a poner de manifiesto la existencia real de dicha
acidosis lactica y se ha procurado aumentar el nGmero de datos adicio
nales que permitieran la adscripcién de nuestro hallazgo experimental

a la circunstancias bien definidas bioquimicamente de la acidosis meta-

bolica.

Por otra parte, se han realizado otros estudios metabdli-
cos relacionados con el ejercicio, tales como los relativos a |la pro-
duccidn de urea por el hfgado 6 al consumo de compuestos cetdnicos
por el rifibn. Por Gitimo, tratando de dilucidar la influencia del és-
trés en la respuesta renal al ejercicio en nuesiras condiciones expe
rimentales, se han llevado a cabo algunas experiencias de tipo preli-
minar sobre el efecto de una situacidn estresante sobre la actividad -
de |la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Es destacable el hallazgo de
una respuesta de esta enzima a dicha situacién tanto en el hifgado como
en la corteza renal, respuesta que s¢€ caracteriza por su rapidez y

transitoriedas y que podria presumiblemente abrir una nueva perspec-

tiva en el area de su regulacion.
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.- PARTE TEORICA

.1.— FOSFOENOLPIRUVATO CAFKBOXICINASA

I.1.1. - Generalidades y compartimentacidon celular

L_a fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), (EC 4.1.
32) (GTP = oxalacetato carboxilasa transfosforilante) una de las mas
importantes de las enzimas propias de la gluconeogénesis, catalizé la
descarboxilacién dependiente de guanosina trifosfato (GTP) o inosina

trifosfato (I TP) del oxalacetato, segln la reaccidn reversible formula

da:
Mg2+ ) -
Oxalacetato + GTP = - fosfoenolpiruvato + HCO:3 + GDP
L.a actividad de la PEPCK fue inicialmente encontrada
en hfgado de pollo por Utter y Kurahashi en 1953 (I. 2). Posteriormente

se ha comprobado su existencia normal en higado y rinbn de todo tipo —

de animales superiores (3), y existe también en menor proporcidn en

otros tejidos no gluconeogénices (4, 7).

|l a fosfoenolpiruvato carboxicinasa se encuentra asfl

mismo ampliamente difundida en vegetales (8) y microorganismos (92-l1).

Existen notables diferencias en la compartimentacion in

tracelular de esta enzima en las especies comunmente ensayadas, tenien

do la mayoria de ellas dos formas de la enzima: una mitocondrial y otra ci_
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toplasmatica.

En hfgado de rata adulta, asl como de ratdon y de hams-

ter, la PEPCK es una enzima predominantemente citoplasmaéatica (12)

mientras que esta fundamentalmente o completamente localizada en la mi_
tocondria de hfgado de pollo, paloma (13, 14) y conejo (12). En cerdo (I5)
cobaya (16) y hombre (17, 18) la enzima se encuentra tanto en el citoplas-
ma como en la mitocondrfa, aunque en cantidad ligeramente mayor en es-

ta Gltima. Datos recientes de levadura muestran que su en zima es extra

mitocondrial (19}

a distribucidn subcelular de la PEPCK en rifdn es bas

tante similar a la de hlfgado, especialmente en el caso de la rata (20).
Sin embargo, ‘en esta misma especie la enzima es mitocondrial en ia mu-

cosa intestinal (21) y citoplasméatica en el tejido adiposo (22).

1.1. 2. - Caracteristicas de la enzima

1.1.2.1.- Pro piedades fisicas

L os trabajos mas extensos realizados sobre estas pi o
piedades de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa han sido llevados a ca-
bo por Chang y Lane (23) sobre la fraccién mitocondrial purificada de hl_
gado de cerde. Estos autores han hallado que &sta enzima tiene un peso

molecular de 73.000. En cambiopara la enziima de hfgado de rata (frac-

ciébn citoplasmatica) Foster encontrd un peso de 56. 000 (24), mientras Ba

i

llard y Hanson obtienen un = un peso de 74.000 (25).
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1.1.2.2.- Cinética

L os datos bibliogréaficos disponibles sobre las caracterlisticas

cinéticas de la PEPCK son discrepantes, dependiendo en gran parte de

los procedimientos utilizados para su obtencidn.

Los primeros trabajos senalaban una Km para ¢l oxalacetato
muy superior a la concentracidon habitual de este metabolito en el hfgado.
Asl se indicaban valores para la enzima citoplasmaéatica y mitocondrial de

~4 -3
higado de cobaya de 9x10 y 3x10 M respectivamente (26) y de 1,4 x

4

%10 M para la enzima mitocondrial de hfgado de cerdo (27) y para la

fraccidn citoplasmatica de higado de rata (24, 28), siendo ios niveles de
oxalacetato en el citoplasma en la mitocondria de hfgado de rata de 5. iU

X 106 My 1.7 X 10_‘7 M (29, 30, 31) y de igual orden en los mismos com-—
partimentos celulares de cobaya (32). Ballard ha hallado valores de 2.3

X 10* M tanto para la enzima mitocondrial de hfgado de cerdo o pollo como
para la fraccion citoplasmica de hifgado de rata o cior*der*o. Litilizando

++ 5 ; . . : ;
Mn en vez de Mg , la enzima de origen mitocondrial exhibe una Km

, -6
alin mas baja: 9x 10 M. En todos los casos el malato a alta concen-

++)‘

tracidn inhibe competitivamente ( en presencia de Mn Cuando se

utiliza Mg++, la inhibicidn es competitiva para la enzima mitocondrial y

no competitiva para la fraccidén soluble. De todas formas, esia inhibicidon
no es fisioldgica (Ki= 2.5 X 10_2 M) vy tampoco debe tener importancia Hin
vivo!! la Km que exhibe la enzima mitocondrial en presencia de Mn++, da-

da la escasa cantidad de este ion gue existe en mitocondria (33).

Walsh y Chen que han reinvestigado |0s parametros cinéticos de

la fosfoenolpirdvicoe carboxicinasa utilizando una técnica de determinacibn
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mas sensible, encuentran una Km para el oxalacetato de |-5 x 10 M,
tanto para la enzima de hfgado de rata como para la de cobaya. Estos
valores son muy semejantes a los que exhiben las demis enzimas que
compiten por el oxalacetato (citrato sintetasa, mélico deshidrogenasa
y glutamato-oxalacetato transaminasa), indicando que la fosfoenolpiru
vato—-carboxicinasa debe ser sensible a las modulaciones fisioldgicas

de las concentraciones de oxalacetato (34).

1.1.2. 3. - Mecanismo de accidn

PCK tiene una necesidad absoluta de un idn° metéalico

: : : 2 n
divalente en la reaccidén que produce PEP 6 OAA. Mn ¥ es el catibn que

LLa Pl

mas eficazmente activa la formacién de PEPR catalizada por la RPEPCIK;

sin embargo, Noce y Utter encontraron que con GTP como nucledtido la

: : 2+
velocidad de reaccidn era mas alta cuando estaban presentes ambos Mg

24
y Mn (35).

Los primeros estudios de Utter y Kurahashi (2) sobre la en-
zima de ave habfan revelado un estimulo considerable de la actividad en
zimatica en presencia de glutation o cisteina. En efecto, la fosfoenolpi-
rdvico carboxicinasa es rica en grupos sulfihidrilo (15 restos de cistef-
na por mol, en mitocondrfa de hfgado de cerdo), lo que explica la fuerte
inhibicidn producida por p-cloromercuriobenzoato ( a concentr:ciones

=5 _ ,
del orden de 10 ~ M) y su reversidn por altas concentraciones de gluta—

tidn (23). Los estudios de Barns y Keech (36) sobre la enzima mitocon—
drial de rifndn de carnero demuestran que tales grupos sulfihidrilo son

indispensables para la accidn catalltica aunque no lo son para la unidn

Con sus sustiratos.
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Ademéas de la descarboxilacidon del oxalacetato y la reaccidn

carboxilante inversa, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa cataliza tam-

. $ : +4 | 4 -
bién un intercambio independiente de ITP (o GTP) y Mn  entre H COS

y oxalacetato (2). Los estudios comparativos realizados por Chang y co

laboradores (27) apH 6.8, 7.3 y 8.0 sobre la enzima mitocondrial de

——

3
rapido que las reacciones de carboxilacidén y descarboxilacion. A pH

| 4
hfgado de cerdo revelan que el intercambio H CO_ -OAA es mucho méas

6.8 las velocidades relativas de las reacciones carboxilante y descar-

boxilante y de intercambio I--!|4 Co; -OAA son 1.0, 8.2 y 30 respectiva
mente .,
L os resultados obtenidos en estos trabajos junto a ios reali-
_ + 4 a2y d
zados sobre la unidn del Mn y los sustratos a la protefna enziméatica (37)

los estudios cinéticos e isbtopicos sobre estos Ultimos compiejos, han
Y e .

permitido a Miller y L.ane (38) proponer un mecanismo de accidon para esta

reaccidn enzimitica. Este mecanismo supone la formacibdn de un complejo

intermedio central entre la enzima y el resto de los componentes de la

reaccidn (véase esquema en la pagina siguiente),

lL_a estereoqufmica de la reaccidon ha sido estudiada por Rose

3 . : .,
y col. (39) utilizando 3- HFEPFP, demostrandose que la carboxilacion se

realiza en el lado "'si!', lo que relaciona esta reaccidn enziméatica con

las catalizadas por enolasa, fumarasa y fosfohexosa-isomerasa.

l.1. 3. - Funcidn biolbgica

E| descubrimiento de la PEPCK se interpretd como la respuesta

al problema de la fijacidon de CC)2 y de la sfntesis de acidos dicarboxilicos

en el hfgado, pero posteriores hallazgos demostraron que su mision prin
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cipal es la sfntesis del fosfoenolpiruvato dentro de la ruta de sfntesis de

hidratos de carbono.

Acoplada con la piruvato carboxilasa (EC 6. 4. 11) que cataliza
la reaccion:

2+
Mg

Piruvato + AT F + HCO » oxalacetato + ADP

3

permite a la célula evitar la conversidn, termodinamicamente desfavora
ble, del piruvato en fosfoenolpiruvato, paso catalizado por la piruvaio-

cinasa en el proceso glucolltico.

El Gnico tejido no gluconeogénico en el cual se ha estableci

do claramente el papel metabdlico de ia PEPCK es el tejido adiposo. En
alguna manera este es analogo a su papel en tejidos gluconeogénicos:
suministrar fosfoenolpiruvato a partir de precursores como piruvato, lac

tato o alanina. Pero a diferencia de aquellos tejidos el producto final

formado es (-glicerofosfato, puesto que el tejido adiposo carece de dos de
las mas importantes enzimas gluconeogénicas: fructosa |-6 disfofatasa y

glucosa 6-fosfatasa (40). Meynhas y col. han senalado una Km para el

=
oxalacetato de 2.2 x 10 para la enzima de este tejido. EIl malato se com

porta -al igual que en el hfgado- como un inhibidor, siendo este efecto

impedido por piruvato, pero solo en el tejido adiposo (41).

En tejido muscular, en el que tiene una distribucidon variable

puesto que es fundamentalmente mitocondri al en mbsculo rojo y cardiaco



y fundamentalmente citoplasmatica en msculo blanco, no se ha demos-
trado claramente cual es su funcidén. En mlsculo blanco la actividad to-
tal es menor |lo que sugiere que esta enzima cataliza una etapa limitante
de la gluconeogénesis muscular (42). La funcién de la fosfoenolpirdvi
co carboxicinasa en mlsculo rojo podrfa ser la de regular el sistema

malato aspartato de transporte de equivalentes reducidos a la mitocon-

drfa (4, 42).

L_a fosfoenolpirdvico carboxicinasa de cerebro se encuentra
en la fraccibn mitocondrial. Cheng y Cheng (43) sugieren que esta enzi

ma funciona acoplada a la fosforilacidn a nivel de ((—~cetoglutarato;

OAA + GTP —— PEP + COz + GDP

A-KG + GDP —eSuccinato + COZ + GTP

e

OAA + d-KE —» PEP + Succinato =+ ZCO2

Diamant y Shafrir han encontrado muy recientemente fosfoe-

nolpiruvato carboxicinasa en placenta de rata, lo que sugiere la posi-
bilidad de gluconeogénesis en este tejido. Sin “embargo la placenta ex -
hibe una alta actividad glucolltica mientras que la fosfoenolpiruvato car
boxicinasa presenta una actividad muy baja, por lo que su significado fisiold

gico no parece claro (44).
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|.1. 4. - Regulacidn

1.1.4.1. - A nivel de actividad enzimatica

En "contraste con las numerosos datos bibliograficos rela-

cionados con la regulacion de la PEPCK por factores fisioldgicos, exis
te muy pequena informacidn en lo que concierne a los factores que pue

den regular directamente la actividad de esta enzima.

No hay establecido hasta el momento un modeio adecuado

para la regulacidén de la PEPCK por efectores Holten y Nordlie (26) han

encontrado un efecto inhibidor del AMP sobre la enzima mitocondrial de
hfgado de cobaya en sentido descarboxilante. UIn efecto inhibidor se-
mejante es aducido también por Gevers (45) para la enzima de hligado

de paloma y apoyado por los resultados obtenidos por Sdling (46) en hl

gado perfundido de rata. Por otra parte, la enzima de Hgado de cerdo

es inhibida por bicarbonato y por GDP y GMP en la direccidon descar-

boxilante (27). Los trabajos de Fester (24) sobre la enzima de hlgado

: + <+ 2 S % =
de rata han establecido que el Mg acta en la formacion del complejo
_ . ++ . . .
Mg — I TP mientras que Mn se combina directamente con la enzima.
SR + +

LiIn efecto semejante al de! Mn tiene el Fe , que parece ser el acti-
vador fisioldgico ya que su quelacion por quinolinato produce la inhibi

cidon "in vivo!' de la gluconeogénesis a nivel de la PEPCK (47, 48).

Alteraciones en la concentracion de OAA pueden regular

la actividad de esta enzima. Dado que, como ha sido descrito en la

seccion I.1.1., la PEPCK de hlfgado y rifidn de algunas especies ani_

=~J

Q)



males,rata entre ellas, es preferentemente extramitocondrial, mientras
que la piruvato carboxilasa se localiza en el interior de la mitocondria
el oxalacetato debe salir al espacio citoplasmatico para convertirse en
fosfoenolpiruvato. Ello introduce un nuevo factor en ila regulacidn de la
formacidén de fosfoenolpiruvato por ser la membrana mitocondrial imper—
meable al oxalacetato. Este metabolito debe ser convertido previamente
en aspartato o malato, sustratos que pasan faciimente esta membrana y
que soh reconvertidos en oxalacetato en el citoplasma. Esto es posible
graciasa la existencia de sendas isoenzimas de la malato deshidrogena-
sa y de la glutamato oxalacetato transaminasa situadas en ambos com-
partimentos celulares. Este esquema para la formacidn de fosfoenolpi-
ruvato en hfgado de rata a partir de aminoAcidos y &cidos dicarboxiii-
cos ha sido propuesto por Shrago y Lardy en 1966 (49).y confirmado des

pués utilizando isbtopos (50) (ver esquema pag. 39 ).

Posteriormente Williamson (51,52) ha precisado que el oxa
lacetato sale de la mitocondria como malato en la gluconeocgénesis a par
tir de piruvato o alanina, y como aspartato en el caso de que sea lacta-
to el compuesto precursor. Esto es ldogico si se piensa que el malato no
es solo el precusor citiosélico del fosfoenolpiruvato sino que proporciona
ademas el poder reductor requerido para convertir el 1-3 fosfoglicerato
en fosfogliceraldehido, y que el pivr*uvato o alanina al contrario que el

lactato, no lo pu eden proporcionar sino a través de su oxidacidn mitocon

drial.

Berry vy Kun han sugerido que la actividad de estos sistemas
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de salida del oxalacetato de la mitccondria pueden ser limitantes con res
pecto a la velocidad del proceso gluconeogénico, y constituir por tanto

un punto de control (53).

En aquellas especies cuya fosfoenolpiruvato carboxicinasa
es preferentemente mitocondrial, el fosfoenolpirdvico formado dentro de
la mitocondria debe salir al espacio citoplasméatico para ser metaboliza-
do hasta glucosa. EIl fosfoenolpirivico es transferido al citoplasma por
el sistema de transporte de los &cidos tricarhoxilicos y parece que no

constituye en este caso una etapa limitante (54, 55).

Igualmente la actividad de la PEPCK se influencia por los es
tados de fosforilacidn relativos de los adenin y guanin nuclebtidos, asl
Noce y Utter observaron que la velocidad de formacibdn de PEPCK se in
crementaba por ATP (35) y Gevers (14) encontrd que la sfntesis de PEP
se inhibe en suspensiones de mitocondrias de hlfgado de paloma en presen

cia de agentes como dinitrofenol, que hacen disminuir la razdn ATP-ADP.

Ballard y col. senalan una relacidon semejante entre la sintesis de PEP v

el estado energético celular en mitocondria de higado de cobaya Y en hi-

gado de fetos de rata (56, 57).

lL_.as reacciones que suministran GTP ocurren en la mitocon-

dria, cuya membrana interna es impermeable al GDP. Ello plantea un
problema analogo al de translocacibén del OAA. Aln no existen pruebas
que permitan afirmar si existen mecanismos transportadores de GTP s
través de la membrana o si existen reacciones de transfosforilacidn
para Ios‘guanin nucledtidos en el citoplasma. Puesto que los guanin nu-
cledtidos estan piesentes en el citoplasma (58) se ha postuladoc que la
adenilatocinasa (EC 2.7.4.3), enzima localizada en el compartimente

externo de la mitocondrfa y por tanto con libre acceso a las sustancias
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del citoplasma, puede equilibrar los adenin y guanin nuclebdtidos. L.a

reaccidbn debe ocurrir de izquierda a derecha:

GDP + ADP »GTP + AMP

Este mecanismo podrfa ser el responsable de los altos ni-

veles de AMP observados en hfgado de rata durante periodos de inten
sa gluconeogénesis. Por todo ello se ha seguido que la fuente de GTP

sea el paso a nivel del cual se relaciona el metabolismo energético de

la mitocondria con el control de formacidon del PEP.

LiIno de los inhibidores mAas interesantes de la actividad

de la fosfoenolpirdvico carboxicinasa es el 4cido quinolinico, sobre ic

do por su utilidad en el estudio de la gluconeogénesis. Foster Yy col.

(24) ensayaron '"in vivo' ( a concentraciones de 2 X i M) el efecto-de
todos los metabolitos de la glucolisis, ciclo tricarboxflico y relacionados,
asl como las coenzimas habituales sobre la actividad de la fosfoenolpi_
~ldvico-carboxicinasa. Solo el D-L glicerofosfato mostrd cierto efecto
Iinhibidor (23 %) pero la concentracidn empleada era mayor que las co-
rrespondientes a ratas ayunadas Nin vivo!" (59) por lo que la inhibicion

por glicerofosfato no parece tener implicaciones fisiolbdgicas.

Dado que el glucagon produce un incremento en la actividad
de la fosfoenolpirdvico carboxicinasa (12), siendo tambié&n un estimu-
lante del catabolismo de aminoacidos (60) y comprobando asimismo el
efecto activ ador de las dietas protfdicas sobre esta enzima (61) Foster
y Lardy (62) ensayaron también el posible pape! efector de los aminoaci

dos. De todos ellos, sin embargo, sélo el triptdfano mostrd un efecto
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activante sobre la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, efecto que se apre-

ciaba en ratas normales o adrenalectomizadas, pero no "in vitro!, |
incremento producido se debe en gran parte a la modificacidn de la en-
zima puesto que es insensible a la puromicina o actinomicina D. L.a en-
zima activada tiene idénticas propiedades que la normal, excepto en lo
que se refiere a su conservacion. En efecto,mientras la normal no pier
de actividad al conservarse a -102C durante varios meses, la enzima mo
dificada, que es mas activa al comienzo, desciende a los niveles habitua
les en un lapso de diez dlas, y se conserva luego como en el otro caso.
El cambio producido debe ser muy sutil y relacionado con grupos -SH,
porque si la conservacidon se realiza en presencia de un protector de es

tos grupos, no hay pérdida alguna de actividad (24).

En contraposicidn con el aumento de actividad ensayable de
la fosfoenolpirdvico carboxicinasa producida por el triptéfano se apre
cia un menor rendimiento en la gluconeogénesis, debido precisamente
a la inhibicion "in vitro'" de dicha enzima. Efectos similares al tripté-
fano se consiguen con L -cinurenina, L-hidroxicinurenina, 3-hidro-
xiantranilato y quinolinato {48), que son productos de su metabolismo,
por lo que se desprende que es el quinolinato el responsable directo de
la accidn. Este Gltimo metabolito es, ademéas,el Gnico capaz de inhibir la

. i i : s : ++
la enzima "in vitro!', en determinadas condiciones (ausencia de Mn ).

- - - '+'+ . . ++
Si se utiliza Fe como efector bhasta la adicidn de Mn para que se
revierta por completo la inhibicion producida por quinolato, tanto ''in
vitro! como en hfgado perfundido con quinolinato. De ello se desprende

. : b
que el activador natural de la enzima es el Fe .
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El efecto del "quinolinato "in vivo!' sobre la actividad de la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa ha sido corroboradc por Williamson,
Mayor y VVeloso (47), en higado de rata. Snoke, Johnston vy Lardy

han aportado recientemente datos experimentales gque refuerzan el papel
del I:e++ como activador natural de la enzima en hfgado y sugieren que
la alta actividad que resulta por administracion de quinolinato debe re-
sultar de la disociacidn del quinolinato a partir del complejo terciario

. . =t . e . -
quinolinato Fe enzima al diluir el tejido (65).

L a fosfoenolpiruvato carboxicinasa de corteza renal de rata
es estimulada tras la ingestién de DDT, junto con las demés enzimas cla_
ve de la gluconeogénesis (66). La ingestidn de acido acetil salicilico pro
voca por su parte la inhibicidn de la enzima hepética y renal de rata (67).
La enzima hepéatica de rata se inhibe por el tratamiento con teofilina. En

este caso también se inhibe la piruvato carboxilasa y fructosa difosfatasa

(68).

El consumo dietético de |-3 butanodicl, hace aumentar esta

actividad de la enzima de hfgado de rata, en un 439 (69). i : efecto qui-

24< se deba en parte a que el butanodiol reemplaza parcialmente a los

glcidos en la dieta.

| a actividad de la fosfoenolpirtdvico carboxicinasa 'se reia-

ciona también con las toxinas de origen microbiano, Berry y coi. han
observado que estas sustancias impiden la induccibén de la enzima por los

corticoides o el ayuno y reducen la activacién por triptéfano (70, 71).
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L.a actividad de la fosfoenolpirdvico-carboxicinasa decrece
en los hepatomas, lo mismo que la glucosa-6-fosfatasa v fructosadifosfa

tasa, lo que concuerda perfectamente con el caracter acusadamente glu-

colitico de estos tumores, que exhiben un marcado decrecimiento de la

capacidad gluconeogénica (72, 73).

El carbacol (carbamil colina) reduce la actividad de ia fosfoe
nolpiruvato-carboxicinasa de hfgado de rata, sobre todo en los animales
previamente alimentados con dieta rica en protefna (74). El efecto de es
te agente parasimpatico mimético es muy interesante porque supone una

nueva accidn reguladora directa del sistema nervioso sobre activadores

enzimaticos.

L.a exposicibn al frio hace aumentar la «.tividad de la fos-
foenolpirdvico carboxicinasa (75), en parte por el aumento en la pro-
duccidn de tiroxina, pero en parte también por un efecto independiente

de esta secrecidn hormonal, ya que también ocurre en animales tiroi-

dectomizados ,(76)'

l.1.4. 2. - A nivel de sintesis !"de novo!' de la enzima

Al igual que las demas enzimas llave de la gluconeogénesis
la fosfoenolpiruvato carboxicinasa esfi si.. «ta a una regulacion hor-—

monal que seafadecomo sistema de modulacidn al poder autorreguiador

de las células hepaticas y renales,

La fraccidn citoplasmatica de ia fosfoenoipiruvato carboxi

cinasa del higado de fa mayorfa de las especies es marcadamente adap

s



tativa respondiendo a alteraciones hormonales vy de la dieta (77) por el

contrario la forma mitocondrial permanece inalterada por estos cambios,

comportandose como constitutiva (78, 79). El hecho de que las dos for-

mas de la enzima se regulen por mecanismos completamente diferentes

sugirid que pudiesen ser protefnas quimicamente distintas. Ello ha sido

confirmado por estudios inmunolbgicos sobre la enzima mitocondrial

y citoplasmatica de higado de rata (25), de hombre (80) y de pollo (81).

| a enzima citoplasméatica esta ausente en hfgado de fetos de ra

ta v se desarrolla rapidamente en el momento del nacimiento (82, 83). Pue

de inducirse por varios agentes: glucagon, isoproterenol y AMP ciclico

(84), mientras que no tiene ninglin efecto sobre ella la insulina, que sin

embargo bloquea la accfon de estos tres agéntes La eliminacidn del

AMP cfclico del tejido - produce la inmediata interrupcibn del proceso

de induccidn (85). Yeung y Oliver (83, 86) demostraron gue la PEPCK de

éu - / . _
este tejido se inducia por un iparto prematuro o por inyeccion de glucagon,

adrenalina, noradrenalina o AMP clclico a los fetos de rata dentro del

Gtero.

Igualmente en hfgado de rata adulta la actividad de la | PEPCK

: . L 6_21 . . :
se incrementa por la administracion de N O~  dibutiril AMP ciclico (87) v

por catecolaminas (83). EI mismo efecto poseen sobre esta enzima ei ayu-

no y la diabetes aloxanica, efecto lque puede eliminarse con una dieta de

carbohidratos o por la inyeccidn de insulina respectivamente (77, 62, 88).

Se ha demostrado que este descenso en la actividad enzimatica se debe a

—_—
Fl-.

una rapida interrupcién de la sfntesis '"de novo' de la enzima (89, 90).

dibutiril AMP cfclico previene la deinduccidn provocada . por alimentacidn

o por insulina (85).
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Tomando como base estos resultados se ha sugerido que |a
PEPCK citoplasmatica de higado de rata se regula fundamentalmente

por AMP ciclico a nivel post-transcripcional (85).

Hasta ahora existe gran confusidon en la literatura sobre el
efecto que la administracidon de corticoides tiene en la actividad de la
PEPCK hepitica. Numerosos trabajos (77,62, 87,91, 92) demuestran que
inyecciones miltiples o sencillas de cortisona, cortisol o triamcinolo-
na a ratas alimentadas intactas o adirenalectomizadas producen un in-
cremento en la actividad de la enzima hepatica. Similar efecto poseen
las glucocorticoides sobre la acitividad de la PEPCK de células de
hepatoma Reuber H 35 en cultivo (93,94). Por otra parte,algunos auto-
res han senalado que los glucocorticoides no tienen efecto sobre la
actividad de esta enzima en animales alimentados (95) mientras que
decrecen su actividad en ratas ayunadas (95, 96, 62)y la incrementan

en ratas diabéticas(97, 98). Estudios muy recientes de Ballard y col. pa

recen indicar que en la regulacidon de la PEPCK hepatica ""in vivo!

estia implicada una interaccidn insulina-glucocorticoides (99).

1. 1. 5. - Estudio especial de la enzima de origen renal.

LLa fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal a diferencia de la
hepatica, no parece estar vinculada tan estrechamente a la hipoglucemia,
sino que esta fuertemente influenciada por el estado &acido basico
del organismo. En principio se pensdé que su regulacién no diferfa fun
damentalmente de la de la enzima de higado, a la vista de los resulta-
dos obtenidos por diversas manipulaciones nutricionales y hormonaies.

Su actividad aumenta en respuesta a la administracidn de glucocorticoi
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des (100)ayuno y diabetes (79). Sin embargo, los trabajos de Goodman y

col. en 1966 pusieron de manifiesto que la capacidad gluconeogenica re-
nal se incrementa por la acidosis metabdlica, inducida, por ejemplo, por
ingestidén de cloruro ambnico (101), demostrandose posteriormente que la

regulacidn tiene lugar a nivel de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (102,

103).

Kamm y Cahill han demostrado que el conocido efecto que el ayu-
no y la diabetes tienen sobre la PEPCK no tiene lugar cuando se previene
la acidosis metabdlica concomitante por ingestién de bicarbonato (104). La
fosfoenolpiruvato carboxicinasa tampoco aumenta su actividad en ratas dia-
béticas no acidbticas (105). Por otra parte, la ingestién de bicarbonato ha-—e

ce retornar lentamente a los valores basales la actividad de la fosfoenoipi-

ruvato carboxicinasa elevada por el ayuno (106).

Estos datos sefialan gue la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de ri-
fdn, y con ella la produccidn de glucosa por este drgano, esta regulada

fundamentalmente por las condiciones acidobasicas del animal.

L a actividad incrementada de la fosfoenclpiruvato carboxicinasa
contribuye de una manera importante a la mayor excrecidn de amonio urina-

rio y, por tanto, al restablecimiento de pH normal.

1.2. - ACIDOSIS LACTICA

Dentro del rango fisioldgico de pH el acido lactico existe en la san-

gre predominantemente como lactato ionizado.
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LLa acidosis lactica se caracteriza por un incremento en el conte-
nido total de lactato en el cuerpo, suficiente para alterar la homeostasis
4cido-base. Aunque algunos autores utilizan este término para designar
una hiperlacticidemia, la expresidn acidosis lactica debe reservarse para
situaciones en las que a una concentracidon elevada de lactato en sangre se

acompana un pH arterial por debajo del valor normal.
A continuacidn describimos algunos de los aspectos metabdlicos
mAas importantes relacionados con la acidosis |lactica. Recientemente este

tema ha sido ampliamente revisado poiﬂ Oliva (107) ¥ por Cohen y Woods (108).

1.2.1.- Control de la concentracion de lactato en sangre

La concentracidn de acido lactico en sangre es un reflejo de la
cantidad de &cido lactico producido por los tejidos y de la cantidad meta-

bolizada, principalmente por el higado.

L os principales procesos metabdlicos implicados en este control

son la glucolisis, gluconeogénesis y oxidacidn metabdlica.

1.2.1.1.- Glucolisis.

En casi todos los tejidos, excepto en tejido adiposo e higado, la
glucolisis es la ruta utilizada para producir ATP. En mGsculo los estudios

de Margaria (109) demostraron que bajo condiciones de maximo ejercicio la

provisidn de energia via la glucolisis es esencial. Bajo condiciones anaero

bias el Gnico producto de la glucolisis es el acido ‘lactico.

En hombre y rata (110, 111) la concentracidon sanguinea de lactato

esti incrementada en el periodo neonatal, llegando a ser la concentracidon
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hepética cinco veces la normal (112). Este incremento se debe a la alta
capacidad glucolitica de los tejidos del recién nacido, hecho confirmacdo
en el caso de la corteza renal (11 1), Yy que puede ser el responsable, co-

mo Krebs ha sugerido, de la capacidad del recién nacido para sobrevivir

largos peridos de anoxia (11 3)

En hfgado la funcidn de la glucolisis es la conversidn de carbohi-
dratos en grasas mas que la produccidn de ATP. En este drgano la veloci-
dad de formacibdn anaerobia de lactato se corresponde con la velocidad ae-
robia de sintesis de acidos grasos, como parece indicar el hecho de que

la velocidad de sintesis de triglicéridos en hfgado de rata sea muy compa-

~able a la velocidad de la glucolisis anerobia. (114).

1.2.1. 2. - Gluconeogénesis

Mientras todos los tejidos tienen capacidad para producir lactato
solo fundamentalmente dos tejidos tienen la capacidad gluconeogénica: higa-
do y rindn.

El hecho mas importante en el control del metabolismo del lactato
por la gluconeogénesis es la alta velocidad de consumo mediante este proce-

so de las principales precursores de glucosa: lactato y alanina, siendo am-

bos compuestos vehliculos para el transporte de unidades de tres atomos de

carbono del mlsculo al higado.

Se sabe que el principal punto de control de la sintesis de glucosa
a partir de lactato es la reaccidn catalizada por la fosfoenol-piruvato carbo-
xicinasa. Por ello muchos de los aspectos de regulacidn del proceso gluco-
neogénico estan descritos en la seccidn 1.1. de esta memoria donde se esiu-
dian detalladamente los mecanismos de conirol de esta enzima. Han sido publi
cados magnificas revisiones bibliograficas sobre este tema por M. C. Scru-

tton y M. F. Utter (115), J. H. Exton (116), Hanson y col (117,118) y New-
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sholme y Start (119) revisiones que han sido descritas por los doctores

L. Sanchez-Urrutia (120) y J. P. Garclfa Ruiz (121) en sus tesis docto-

rales.

1.2.1. 3. - Oxidacidén del lactato

e -

La velocidad de oxidacidn del lactato depende mas quede la enzima
lActico dehidrogenasa de 1a enzima piruvato deshidrogenasa, cuya activi-

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

sintetiza glucosa en higado y rifidn a partir de lactato.

Actualmente existe poca informacidn acerca de la extensién en que
el lactato se utiliza como fuente de energia cuan_do existe & concentraciones
normales. Sin embargo se sabe que cuando se anade lactato a alta concen-
traciones, 1 0 mM, a cortes de cerebro, misculo cardiaco, mlsculo esque-
l&tico, testiculo, hlgado, rifndn y retina se inc: ementa al consumo de oxigeno

por estos tejidos (122)., En hfgado y rindn este mayor consumo puede refle-

jar la energia necesaria para el proceso gluconeogénico.

Existen dos situaciones en que la oxidacidon del &cido lactico alcan-
za proporciones importantes: durante el periodo neonatal, en el que los te-
jidos, principalmente cerebro, pueden utilizar el lactato como combustible,
y cuando existe alteracidn en el almacenamiento de glucdgeno. En esta en-
fermedad la degradacién de glucdgeno inducida por glucagon o ayuno produ-
ce un incremento en la concentracidon de lactato en sangre debido a que la

glucosa 6-fosfato deriva hacia este metabolito al no poder convertirse en glu-

cosa a una velocidad normal.
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1.2.2. - Funcidn del hfgado en el metabolismo del lactato

En experiencias realizadas en higado perfundido de rata con una

concentracidn inicial de lactato en el medio baja, se produce lactato, piru-

vato v glucosa a gran velocidad durante los primeros 30 minutos de perfu-

sion (114), momento en que se€ estabiliza al alcanzarse niveles de concen-

tracién similares a los encontrados en sangre de ratas alimentadas. lgual

ocurre en hfgados perfundidos de ratas sometidas a ayuno. Sin embargo,

el hfgado de ratas alimentadas incrementa la formacidn aerobia de lactato

al afiadir glucosa 200 mM. Este hecho puede deberse a la saturacion de las

~utas de conversidn de la glucosa 6 fosfato en glucégeno o ac idos grasos.

En hfgado ayunado no se produce acOmulo de lactato en estas condiciones

porque la actividad de la hexocinasa "in situ'' es demasiado baja para iniciar

una velocidad de glucolisis significativa.

En lo que concierne al higado, datos procedentes de experiencias

eri brganos aislados y perfundidos sugieren que bajo condiciones normales

solo una pequena parte del lactato es convertido en CO2 Y HZO (123, 124) .

La mayor parte se convierte en glucosa-6-FP y luego en glucosa o glucdgeno.

Esta evidencia estd de acuerdo con el concepto del ciclo de Cori, en el que

el lactato producido por glucolisis en tejidos extrahepiticos es rapidamente

convertido en glucosa en el higado, manteniendo asi los niveles de glucosa

sanguinea y evitando la pérdida de un combustible como el lactato, cuando

la glucolisis excede al metabolismo oxidativo.

Berry (125) ha sefialado el papel central del higado en todas las

formas de acidosis lactica. A partir de datos experimentales de la oroduccion
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de lactato por tejidos periféricos y consumo por el hfgado, concluye que
este drgano puede metabolizar mas lactato del que se puede producir in-
cluso bajo condiciones de maxima produccidn por tejidos exira hepaticos.
Este autor sugiere que el acumulo de lactato durante shock o durante hi-
perventilacidon se debe no solo a la sobre produccion de lactato,sino tam-
bién en gran parte a un menor consumo por el higado, como consecuencia

de una disminucidn de la circulacidn espl&cnica y hepéatica.

Por otra parte, existen evidencias de que acidosis graves
(pH 7. 1)"per se'' pueden reducir el consumo hepético de lactato circu-
lante (123). Esta reduccibn parece ser en gran parte debida a los efec-
tos que tiene un pH intracelular bajo sobre la enzima piruvato carboxiia-
sa, enzima que cataliza el paso limitante de la velocidad del proceso glu-
coneogénico en higado. La piruvato carboxilasa requiere como efector a-
lostérico leigatori'o al acetil CoA (126), cuya accidn sobre fa enzima he-
patica depende del pH intracelular, haciéndose menor al disminuir éste

(126, 127, 128, 129). La enzima de pollo es inactiva ""in vitro!" por debajo

de un pH 7.0 (115).

1. 2.3. = Funcidn del rifidn en el metabolismo del lactato

El tejido renal puede realizar tanto la gluconeogénesis como
la glucolisis, puesto que la médula tiene una amplia capacidad glucolitica

y la corteza posee capacidad gluconeogénica.

El consumo de lactato por el rifidn se debe a oxidacidn o glu

coneogénesis. Mediante estos procesos se pueden eliminar considerables

cantidades de &cido lactico.
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L_a capacidad gluconeogénica renal a partir de lactato es igual
ya sea medida mediante incubacidn de cortes de tejido o por perfusidn del ér

gano aislado (130). Con respecto al hfgado perfundido de ratas ayunadas, la

capacidad gluconeogénica del rifidn perfundido ‘s cinco veces inferior.
Sin embargo, "in vivo! el rifidn tiene aproximadamente |a mitad de la ca-
pacidad del hfgado para consumir lactato. Owen y col. estimandola impor
tancia relativa de los dos é6rganos en la eliminacion del lactato sanguineo
en hombre encontraron que una cuarta parte del lactato era convertido
en glucosa por el rindn y el resto por el higado (131); Muy recientemen-
te Yudkin y Cohen han senalado que la velocidad de desaparicion de lac-
tato de la circulacidn en ratas alimentadas a las que se ha administrado
previamente Acido lactico, se reduce en un 3C% tras nefrectomia bilate-
ral. En estas condiciones la velocidad de eliminacidén de lactato se dis-
minuye por acidosis metabblica, como ocurre en higado perfundido, pe-
ro este descenso no ocurre en animales que no han sufrido la nefrecto-
mfa. Parece por tanto que los rifilones compensan parcialmente el efecto
negativo que la acidosis tiene sobre el consumo de lactato por el higado,

i ncrementando su contribucidn en la eliminacidn de lactato (132).

L os resultados obtenidos por Sanchez Medina: y col. en ratas
sometidas a ejercicio hacen pensar que igualmente en estas condiciones

una parte considerable del acido lactico producido es convertido en glu-

cosa por el rifidn (133).

Los trabajos de Bowman (134) mostraron que si la actividad de la
piruvato carboxilasa renal se anula por un pH bajo, esta no es la enzima limi_

tante de la velocidad de la gluconeogénesis en este drgano. Parece ser que
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mas bien es la fosfoenolpiruvato carboxicinasa el punto de control en el
rindn, ya que la actividad de esta enzima se incrementa durante la acido-
sis metabdlica, inducida por ingestién de cloruro ambénico (102, 103, 135)
tal como se ha descrito en la seccion 1.1.5., lo que constituye un mecanis-

mo por el cual se incrementa la amoniogénesi. renal durante la acidosis.

El amonio excretado proviene de la glutamina por accién de la glu-
taminasa dependiente de fosfato; el otro producto de la reaccidn, el glutamato,
produce una inhibicidén '"feedback!"" de la glutaminasa. L.a actividad incremen-
tada de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa conduce a un incremento en la glu-
coneogénesis a partir de glutamato, asi como de o -cetoglutarato u oxalaceta-
to que impide la inhibicidn de la glutaminasa Yy conduce a una mayor amonicgé-
nesis para tampcnar el idon hidrbdgeno secretado (101)(VVer esquema en la pagina

siguiente).

El descubrimiento del incremento en la capacidad gluconeogénica re-
nal durante la acidosis metabdlica merecid la atencion de numerosas investigacio
nes dando origen a un gran niumero de trabajos y revisiones bibliograficas {136-

142).

1.2.4., — Tipos de acidosis lactica

El &cido lactico se forma por reduccidn de acido pirdvico segun (a

reaccion:

Acido pirdvico 4+ NADH -*L'DH » A4cido lactico 4+ NAD"

Ordenando i1a ecuacidn de acuerdo con la ley de accidn de masas

queda:

L actato = Piruvato x NADH / NAD "
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Relaciones entre la produccioh de amonio y la gluconeogenesis en la corteza renal

=

EPCK = Fosfoenolpiruvato carboxicinasa, OAA = Oxalacetato

=P = Fosfoenolpiruvato, P




Como se ve la concentracidn de lactato depende de dos variables:
- - - . s
la concentracidn de piruvato y la constancia de la razén NADH / NAD , que

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

Teobicamente entonces, un incremento en la concentracidn de lacta-
to puede ocurrif por dos mecanismos: A) alteracidn de la concentracidn de lac
tato por cambios en la concentracidn de piruvato sin cambio de la razén NAD*;:
NADH,o B) alteracidn en la concentracidén de lactato por cambios en el esta-
do de oxidacidn del NAD+ sin cambio en el piruvato. Este (ltimo caso raramen-
te ocurre en la forma pura puesto que normalmente se acompafia de un ligero in-

cremento en la concentracion de piruvato debido a un cambio de ventilacibén, glu

cosa o pH.

L.a situacidn A puede alcanzarse de varias maneras. Por ejemplo, por
inyeccidn intravenosa de bicarbonato sbdico (143) o por administracidn oral o
intravenosa de glucosa (143, 144). La razbdn lactato: piruvato a menudo se incre-

menta también durante hiperventilacibén.

Por otra parte, la situacidon B se produce por cualquier causa de hi-
poxia tisular. EIl estado de oxidacion del NAD varia constantemente dependien-
do del suministro de oxigeno a los tejidos. L_a hipoxia se traduce en un incremen
to en la forma reducida del NAD y consecuentemente en una acumulacidn de lac—
tato, que no puede ser oxidado. En estas condiciones el incremento en la concen-
tracidn de lactato no esta asociado a un incremento en la concentracidn de piru-

vato. Por tanto la razbdn lactato: piruvato aumenta. Huckabee ha llamado al iac-

tato asi formado lactato en exceso (143).

A pesar de que este concepto esta plenamente aceptado, Oison (145) vy
Alpert (146) ponen en duda la validez de igualar la razén lactato: piruvato en

sangbe con el estado de oxidacidn del tejido. Estos autores arguyen gue puesto
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que existen pools separados de NADH vy NADT en citoplasma y mitocondria

y puesto que la razbdn lactato : piruvato sanguinea depende sobre todo del
sistema NAD'- NADH citoplasméatico, esta razbén puede no reflejar los cam-
bios sufridos por el sistema NAD+— NADH mitocondrial, sistema que en de-
finitiva es el Gltimo determinante de la oxidacién del tejido. Sin embargo aun-
que la mitocondria sea relativamente impermeable al NADt- NADH citoplasma-
tica, existen sustancias transportadoras, como glicerofosfato y acetoacetato,

: . 2 + . ’ o . -
que transfieren hidrégeno deNAD citoplasmatico al mitocondrial.

1.2.4. 2. — Acidosis lactica producida por el ejercicio muscular.

e ——

Esti perfectamente establecido que durante el ejercicio se incre-

menta la glucolisis anaerobia en las célular del mlsculo esquelético con la

consiguiente sobreproduccidon de lactato.

Cuando la cantidad de ATP que se regenera por fosforilacidon oxi-
dativa es menor que la cantidad ATP usado en la contraccidn muscular, la
[::O2 intracelular decrece y las razones ADP / ATP y AMP / ATP se in-
crementan. De acuerdo con Krebs v Veech (147) los cambios en el sistema de
los nucledtidos adenfllicos citoplasméaticos estan ligados a cambios en las razo-
nes NADH / NAD+y NADPH / NADP+mitocondr~iales, los cuales a su vez se re-

flejan en cambios en las razones citoplasméticas. Por tanto un suministro insu-

fuciente de O tiende a incrementar la concentracidn citoplasméatica y mitocon-

drial de NADH, y con ello la concentracidon de lactato.

Sin embargo la produccidén de lactato varfia considerablemente de a<

cuerdo con las condiciones del ejercicio, y muy especialmente, para el caso

de la natacidén, con la temperatura del agua. Asl por ejemplo Gollnick (148-150)
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Nno encuentra variaciones significativas de lactato en sangre en ratas tras
30 minutos de natacidn en agua a 352 C. Por otra parte, Dawson y col (151)
ha determinado los valores de lacticidemia en ratas que nadaron en agua a
37°C y a 22°C. En el primer caso, los animales fueron capaces de comple-
tar 30 minutos de naztacion sin dar sefales de agotamiento, siendo el incre-~
mento de lactato en sangre desde |. 8 mM hasta 5,2 mM en los primeros 3 mi-
nutos y bajando hasta 2. 3mM a los 30 minutos. En las ratas que nadaron en
agua a 222C, el incremento en la concentracidon de lactato sangulneo fue muy

grande en los 3 primeros minutos (10.5 mM), decreciendo al mismo ritmo que

en el caso anterior.

Jervell (152) fue uno de los primeros que observd que la concenira-
cidbn de lactato en sangre podia descender a mayor velocidad, si durante el
periodo de recuperacidon se hacfa un ejercicio moderado en iugar de reposo.

\Varios investigadores senalaron la importancia del higado en la eliminacidn

de lactato durante el ejercicio (153, 154, 155). Ademéas del hfgado, el mis-
culo esquelético y otros tejidos pueden consumir lactato durante el trabajo mus
cular (156, 157, 158, 159). De acuerdo con Rowell y col. (160, 161) el

50% aproximadamente de la cantidad total de lactato eliminado en estas condi-

ciones era consumido poer el higado.

1.2.2. - Acidosis lactica producida por una situacidn de estrés

Se sabe que la a@:inistracidn de adrenalina eleva los niveles de lac-

tato en sangre en animales de experimentacidn y en hombre (162, 163).

Dos factores podrlian ser los responsables de este incremento. E!
primero de ellos seria el efecto glucogenolitico en mlsculo . de la adre-
nalina y el segundo la anoxia tisular resultante de una preponderancia dei e-

fecto vasoconstrictor sobre el efecto vasodilatador de laadrenalina. Sin em-
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bargo, la noradrenalina es mucho menos eficaz que la adrenalina causando
niveles elevados de lactato sanguineo a pesar de que es un vasoconstrictor
mucho méas potente (164, 165). Ademés la administracidon de adrenalina en
dosis relativamente pequefias incrementa el riego sanguineo hepatico en hom
bre, mientras que la noradrenalina produce una ligera reduccidn (164). Es-
tos hallazgos indican que la produccidn de lactato por la adrenalina no esta

r~elacionada con la anoxia resultante de la disminucidon de riego sanguineo.
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Il. - PARTE EXPERIMENTAL

2.1.- MATERIAL

2.1.1. - Especie ensayada

Se ha experimentado con ratas de raza Wistar hembras, de pe
so aproximado entre 150 y 200 gramos, alimentadas con dieta estandar y

suministradas por el servicio de animales de la Universidad de Granada.

2 1.2.- Material usado en las diferentes técnicas

Las pesadas se realizaron en Balanza Mettler H 20 T (p. maxi_

mo = 160 g+ 0,01 mg).

Para la medida del pH se utilizd un pehachfmeiro Beckman EX

pandomatic SS-2 (pH = 0, 005).

L os cortes de corteza renal se realizaron con un microtomo

manual (A. Thomas Co, Filadelfia, USA) y cuchillas de acero n2 7, 120-D.

La homogenizacidén tisular se realiz¢ en un aparato tipo "Fo

tter!! mecinico (MSE) de pistilo de vidrio sin esmerilar.

|l as centrifugaciones en frio a gran velocidad se realizaron

en las centrffugas refrigeradas MSE (High Speed 18) y BECKMAN J21B.

En los demis casos se utilizd una centrfifuga angular modelo "Piccolo! de
la firma Martin Christ. Para la agitacion de los tubos se empled un agita-
dor Whirlimixer de la firma Fisons Scientific Apparatus L.imited (inglate-

rra). Las incubaciones se realizaron en bafios termostatizados del tipo Te

cam Tempunit (Precisidn: £ 0, 12C).




Las incubaciones de los cortes de tejido de corteza renal se rea

lizaron en los aparatos Gallenkamp IH-350, y Grant S$30.

La adicidn de sustratos y enzimas se r=alizd con micropipetas

HEMIL WORKS! de enrase automético por estrangulamieanto (auto Cerc High

precisidn).

L_as lecturas colorimétricas en la zona entre 440 y 660 nm se

realizaron en un fotocolorimetro Bausch-L_omb modelo Spectronic 20. Las
medidas espectrofotométricas a 340 nm se realizaron en los espectrofoto-
metros, Hitachi Perkin-Elmer mod. 139 y Unican SP 1. 700 ambos con re-

gistro grafico incorporado y compartimento de cubetas termostatizado. Se

utilizaron cubetas TSL de 1 cm. de espesor.

En la tecnica del congelado instantaneo se utilizd: Un vaso De-

war de 25 |. para contener el nitrogeno Ifquido. Pinzas de aluminio dise-
Radas al efecto. VVaso cillndrico de 10 |I. de capacidad para contener el ni_
trégeno ITquido de uso inmediato en el enfriamiento de las pinzas. Vaso
Dewar de 1 litro de capacidad para las adiciones frecuentes de nitrégeno

ITquido a los morteros de porcelana con pistilos del mismo material.

La didlisis de la enzima se realizd en tubo especial tipo Wis-

king Tubing 8/32.

Los gaseos se han realizado con bombonas de carbdgeno (OZ:COZ)

(95:5) y CO_ puro.

2

- Se ha utilizado sangre humana como fuente de hematies conser
vados por espacio de 3-4 semanas a 42C en solucidn anticoagulante ciirato
~dextrosa. L.as soluciones anticoagulantes empl« . das de acuerdo con las

indicaciones de la USP vigente eran de la marca comercial Baxter. Los
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hematies asl conservandos poseen capacidad de transporte de oxigeno pero

no presentan capacidad glucolltica.

La albimina utilizada en el medio de perfusidn ha sido Albimina

bovina (Fraccibdn VV, Powder) suministrada por Armour Pharmaceutical Co,

Ltd. Eastbourne, Sussex, Inglaterra.

L_a perfusidn hepéatica se realizd en una cabina disefiada al efec-

to, termostatizada, con una bomba peristaltica (Watson Mariow Limited) vy

pulmdn de vidrio para el gaseo del medio.

LLas medidas de pH vy p‘:_':(D2 en sanure fueron hechas en un pH

meter 72 MK2 Digital Acid-Base Analizer (BM 83 MK2 Blood Mycro System)

(Radiometer, Copenhagen, Deumark).

2.2. - PRODUCTOS

En la preparacidn de tampones, soluciones salinas y demas reac-

tivos generales se han utilizado productos PROBUS (Espafa) y MERCK (Dar-
mstad, Alemania). El hidrato de hidracina y el indicador universal interno

procedfan de la firma BDH Chem. LTD (Poole, Inglaterra). El naranja de

metilo de la firma Merck.

L os sustratos y coenzimas utilizados procedfian de las firmas

Sigma Chemical Co (USA) y Boehringer (Mannheim, Alemania).

LLas enzimas fueron suministradas en general por Boehringer. La

peroxidasa procedia de Sigma

L_a heparina procedfia de los laboratorios L.eo (Madrid) y la or-

todianisidina procedlia de Fluka, Ab. Bush S. G. Suiza. El nembutal, corte-

sfa de los laboratorios ABBOT.

o
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2. 3.- METODOS

2. 3. 1. — Tratamiento de los animales de experimentacion

2. 3. 1. 1. — Ejercicio

Las ratas han sido forzadas a nadar en recipientes de plastico
con capacidad de 50 |. |lenos de agua hasta una altura préxima al borde,

de manera que no pueden descansar en el fondo ni asirse a las paredes.

Se han empleado distintos tiempos de natacidon: 5, 10, 15, 30,

60 v 120 minutos.

2. 3. 1. 2. - Bicarbonato sbddico

El bicarbocnato sddico se administrd en dosis de 10 ml. de solu-

cidn 200mM por intubacibn gastrica con jeringa provista de una canula de

plastico.

En todos los casos los animales que se utilizaron como controles

recibieron idéntico tratamiento, sustituyendo el bicarbonato por =:iucion sali-

na fisioldgica.

2. 3. 1. 3. — Actinomicina D

l_a actinomicina se inyectd intraperitonealmente en una soia dosis
de 1 g / Kg peso de rata, disuelta en 1 ml. de solucidon salina treinta minutos

antes de comenzar un periodo de natacidn de dos horas.

A los controles se les inyectd el mismo volumen de solucion salina.
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2. 3. 1. 4. - Cicloheximida

La cicloheximida se inyectd intraperitonealmente en una sola do
sis de 1 g/Kg de peso de rata, disuelta en 1 mi. de solucidn salina tres ho-

ras antes del comienzo de la hatacidn y cinco horas antes de la muerte del

animal.

A los controles se les inyectd el mismo volumen de solucidn sa-

lina.

2. 3. 1. 5. - Ayuno

| as ratas fueron sometidas a este tratamiento durante 48 & 12

horas. Para ello se separaron en jaulas privandoles de alimento, pero de-

jAndoles libre acceso al agua.

2 3. 1. 6. — Acido 5-metoxindol-2-carboxfllico (MiCA)

El MICA se administrd en dosis de 50 mg/Kg de peso de animal
por inyeccidn intraperitoneal de 1 ml. El| tratamiento se hizo 3 horas antes

del sacrificio de la rata. La solucidon de MICA era previamente neutraliza-

da con NaOH.

2. 3. 1. 7. — Estrés termico

a)Agua fria

Los animales fueron mantenidos en recipientes de plastico de 50 |.
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de capacidad con agua hasta una altura que les permitla apoyarse en el'
fondo y permanecer cubiertos casi en su totalidad, evitindose as! que
hiciesen ejercicio.

La duracidn del tratamiento ha sido de 15 y 120 minutos.

=l agua se mantuvo a 22°2C durante las experiencias.

b) Temperatura ambiental elevada

L_os animales estuvieron sometidos a una temperatura am-—

biental aproximadamente 302C, tant o de dfa como de noche.

2.3.1.8. - Situacidon estresante de cada duracibdn

=

L.os animales fueron suspendidos durante ur periodo de

tiempo variable (2, 5, 10 y 15 minutos) en una malla, que era movida con

tinuamente.
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2.3, 2i= Detgrminacién de la actividad enzimética de la fosfoenol-

piruvato carboxicinasa

La determinacidn de la fosfoenolpiruvato carbo-

xicinasa en la direccidn carboxilante con el sistema malico deshidro-
-+ -

genasa-NAD/NADH acoplado se ha realizado por el método puesto a

punto en nuestro Departamento por Pilar Antonio Oriola ( 166 ), des-

crito e su tesina.

L a carboxilacidn enzimatica del PEP se realiza

con CO3HNa, utilizando IDP como nuclebtido coenzimatico y Clen

como efector. Para proteger los grupos -SH de la enzima se adiciona

al medio glutation reducido. ElI OAA formado se reduce a malato en

presencia de NADH y malico deshidrogenasa.

PEPCK
PEP + co3H'+|DF> = OAA + ITP
2+
Mn NADH
N
NAD*
W
Malato

a) Obtencidn del extracto de tejido

Se han homogenizado 200 mg de tejido fresco,
hfgado o corteza renal, en 1 ml de tampbdbn Tris-sacarosa 0. 01 : 0.25 M
en un Potter —-Elvehjem de tipo mecanico vinilo-vidrio en frio. El extrac-
to obtenido se centrifuga a 38.000 x g a 42C durante 40 minutos. En el

sobrenadante se determina la actividad de la fraccion citoplasmatica de

la enzima.
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b) Reactivos

c) Técnica

colo:

Tampdbn Tris-ClH

Clen

PEP
IDP

H 2o destilada

GSH

CO 3HN.za
NADH
MDD

Extracto

70

Tampon Tris-Clorhfdrico 0.1 M, pH 7. 4

Tampdn Fosfato-Sbddico 0.01 M, pH 7. 5

Tampdn Tris-sacarosa 0.01:0.25M pH 7. 4

Solucién de Cl,Mn 1/33 M

Solucidon extemporinea de fosfoenolpiruvato 1/33 M
Solucidn extemporanea de IDP 1/33 M

Solucidon extemporanea de glutation reducido (GSH)0. 01M
Solucidn de CO3HNa 0. 1M gaseada con carbbdgeno
momentos antes de llenar las cubetas.

Méalico deshidrogenasa (MDH) (E.C. 1.1.1.37)dializada
en 1/200 m! de tampdn fosfato sbédico 0.01 M,pH 7.5

durante 12 horas.

Extracto obtenido al 1/10 en tampdn Tris-sacarosa

0.01:0.25 M, pH:7.4

Se preparan las cubetas segln el siguiente proto-

Muestra Blanco
1. 00 ml 1.00 mi
0.10 ml 0.10 mi
0.10 ml 0.10 m!
0. 15 mi 0.15 ml
0.80 ml 0. 90 ml
0. 20 mi 0. 20 ml
0. 50 ml 0.50miI—
0. 20 ml 0.15 ml
0.01 ml 0.01 ml
0.05 mi o



Todas las cubetas asi preparadas se gasean por

espacio de 1 min. con 1!2302 antes de la adicidn de la malico deshidro-

genasa y el extracto. La lectura espectrofotométrica se hace a 340 nm

y 302C anotando el descenso de la densidad Optica por minuto por un espa-

cio de seis minutos.

d) Célculos

L.a actividad se expresa en nmoles de OAA produ-

cidos por minutos y mg de proteina. Para el calculo se tienen en cuen-

ta las diluciones sufridas por el extracto durante el proceso:

-1 . —=1 = X V
nmoles x mg X min A ux X 1000

-6
10 X &€ xdxp

Il

/A\E = VValor medio del incremento de la densidad éptica en un minuto

V = \Volumen total de la cubeta

€ = 6. 22 X 106 cmz/mol = coeficiente de extincidon molar del NADH
a 340 nm

d = Espesor de la cubeta

Il

Vv 0. 050 ml| de homogenado

1000= Para expresarlo en nmoles

P = mg de proteina por ml de homogenado

2. 3. 3. - Determinacidon enziméatica de las concentraciones !"in vivol!l

de metabolitos intermediarios del proceso gluconeogénico
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2.3.3.1.- Tratamiento de los tejidos. Técnica del congelado instant&neo

Ha sido demostrado que la concentracidon de cier-
tos metabolitos varfa entre otros motivos con la duracidn de la muerte
del animal, debido a que no se paran los sistemas enziméticos e in -
cluso algunos de ellos se inducen por la situacion de estrés produci-
da en los momentos que preceden inmediatamente a la muerte. Para
sorprender las concentraciones de los metabolitos lo mas cercano po-

sible al estado "in vivo'!" se ha empleado la técnica del '""congelado ins-

tantaneo! ( 167, 168 ).

En el'congelado instanténeo!' se mata la rata por
dislocacidn cervical. Rapidamente se prnactica una incisidén abdominal

y se extrae el hfgado o rinones que son comprimidos entre dos placas

de aluminio einifriadas en nitrogeno liquido. El ticmpo transcurrido en-
tre la muerte del animal y la congelacion no debe ser superior a 8 seq.
El 6rgano congelado se pulveriza en un mortere enfriado con nitrbgeno
|Tquido, adicionéndo sucesivas cantidades de un vaso Dewar de 1 litro
durante la pulverizacidon para que todo el proceso se mantenga a !|a

temperatura del nitrbgeno ITquido.

El polvo al que ha quedado reducido el drgano se

pesa por diferencia en un tubo de centrffuga, se anade en la proporcidn

1:4 (p:Vv) &cido percldrico al 2% y se homogeniza en un Potter-Elvehjeimn

mecanico, vinilo-vidrio.
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=| homogenizado se centrifuga a 30. 000 x g vy

4°C durante 10 minutos. El sobrenadante es decantado y se neutra-
liza con KOH al 20%, en frio, hasta pH 3.5 visualizado con el indi-
cador interno naranja de metilo. Se vuelve a centrifugar para elimi-
nar el precipitado de CIO4K formado. El sobrenadante formado < em-—

plea en la determinacion de los metabolitos. Se conserva congelado

y no se debe descongelar-congelar mas de una vez.

2 3.3.2 - Determinacidbn enziméitica de glucosa 6P y fructosa 6P

L a observacidn de la cantidad de glucosa-6P

y fructosa-6P de una muestra preparada segun 2. 3. 3.1. se ha hecho

| espectrofotométricamente por la formacidbn de NADPH paralela a la
oxidaciébn de glucosa-6P y fructosa-6P seguida a la adicion de glucosa
6P-deshidrogenasa (G6PDH) y fosfoglucosa isomerasa (PGi) apH 7.6

segin el método de H. Klotzsch { 169 )s

+ +
NADP NADEH + H

v - w-Acido 6P-Glucdnico

G6PDH

Glucosa-6P

Fructosa-6FP - wGlucosa-6P

PGl

a) Reactivos

Tampdn Trietanolamina 0,4 M, pH 7.6
Solucidon de CIzMg 0,5 M

-2
Solucidn extemporanea de NADP 2 x 10 - M
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Glucosa -6P deshidrogenasa (E.C.11.1. 4. 9)

comercial.

Fosfoglucosa isomerasa (E.C.5.3.1.9. jcomercial

Muestr*a:'pr‘epar‘ada segln la seccion 2. 3.3 1.

b) Técnica

Se preparan las cubetas con el siguiente contenido:

Muestra Blanco
Tampon 1.00 mli 2, 50 ml
NADP 0.01 ml -
Cleg 0.01 mi -
Muestra 1.50 ml —_—
GoPDH 0.01 ml -
PGl 0.01 ml —

L_a lectura se hace a 340 nm y temperatura ambien-

te. EIl A E] aparecido tras la adicion de G6PDH corresponde a la glu-
cosa -6P de la muestra. £l A Ez seguido de la adicion de PGl corres-

ponde a la fructosa -6P de |la misma muestra.

c) Calculos

LLa concentracion de glucosa -6P y fructosa -6P

se ha expresado en nmoles por gramo de tejido fresco.

AE x 2.5 \/

nmoles/g tejido fresco = = x F.n. x
€ X100 x VWV P

x 1000
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donde:

incremento de la densidad Optica

A E

2.9 = volumen total de la cubeta

6 ) i 2
6.22 x 10 = coeficiente de extinciébn molar en cm / M
\/ = ml! de muestra neutralizada
\V/ = volumen total idel extracto adcido = volumen inicial de neutralizacidn

t
— peso en gramos de tejido x 0.75

P = peso en gramos del tejido fresco

2. 3. 3.3.- Determinacidn enzimatica de fosfodihidroxiacetona, gliceral -

dehido-3-fosfato y fructosa 1-6 difosfato

Los tres metabolitos, fosfodihidroxiacetona (PDHA),
gliceraldehido-3 fosfato (GAP) y fructosa 1-6 difosfato (FDP), se han ob-
cervado en la misma determinacidn espectofotométrica segln el método de

T. Blucher ( 170 ) con el fundamento siguiente:

FDP

GAF’\
v TIM
ALD

GDi=

PDHA = Glicerol—-1P

NADH + HT NA

a) Reactivos

Tampdbn Trietanolamina 0,4 M, pH 7.6
- ~ -3
Solucidbn extemporanea de NADH 5 x 10 M

75




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) Técnica

Se han preparado probetas con el siguiente

protocolo:

Blanco

Muestra
Tampdon 1.00 ml
NADH 0.02 m!
Muestra 1,50 ml
GDH © 0.01 ml
TIM 0.01 ml
ALD 0.01 ml

2. 50 mi

L_a lectura se ha realizado a 340 nm y temperatura

ambiente. L.os tres A E obtenidos seguidos a la adicidn sucesiva de

GDH, TIM y ALD corresponden respectivamente a la PDHA, GAPRP v FDP

existente en la muestra.

c) Célculos

Se expresa en ninoles de metabolito transformado

por gramo de tejido fresco. Hay que tener en cuenta que por cada

FDP

se consumen 2 de NADH. L.os calculos son iguales a los de la seccidn

2.3.3, 2.
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2.3.3.4. - Determinacidn enzimética de piruvato, fosfoenolpiruvato,

2-fosfoglicerato y 3-fosfoglicerato

El analisis de piruvato (Pir), fosfoenolpiruvato

PEP, 2-fosfoglicerato (2PG) y 3-fosfoglicerato (3PG) se ha realizado

en una sola determinacidn escalonads, segln el método de Bergmeyer

ycol. (171 ).

El fundamento es el siguiente:

PGM
3 GA =2PGA
ENO
2P GA =P EP
++
Mg
ADP ATP
PEP =S = Pir
g
Mg®T K
| +
NADH NAD
Cie ~_iDH_—

a) Reactivos

Tampdn trietanolamina 0, 4 M, pH 7.6
Solucidn de CIK 2 M
Solucidn de 504M9 O,5M

77



b) Técnica

cubetas ha sido:

Tampdn
CIK
SO

ADP
2-3 dPG

Mg

NADH
Muestra
LDH

PK

Eno

PGM
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Solucidn extemporanea de ADP 0.01 M

Solucidn extemporinea de 2-3 dPG 0.01 M
-3

Solucidn extemporanea de NADH 5 x 10 M

Fosfogliceromutasa (PGM) (E.C.2.7.5. 3. Jcomercial

Enolasa (ENO) (E.C.4.2.1.11) comercial

Piruvato cinasa (PK) (E.C.2.7.1.40) comercial

L_-lactato deshidrogenasa(lLDH) (E.C.1.1.1.27)

comercial.

El protocclo seguido en la preparacidn de las

Muestra Slanco

0, 50 mi 2,64 mi
0, 20 m! =
O, 10 mi =
0, 20 ml -
0, 05 ml =
0, 05 ml G
1, 50 mi e
0,01 ml =
0, 01 mi =
0,01 mi i
0,01 mli =



Los /A E encontrados en la determinacion

espectrofotométrica a 340 nm y temperatura ambiente, seguidos a
la adicidn de los enzimas por el orden de protocolo y esperando siem-—

pre que se consuma el NADH correspondiente a cada metabolito antes

de afladir el siguiente enzima, corresponden a:

Z\ E] piruvato

VAN Ez fosfoenolpiruvato
A E:3 2-fosfoglicerato
2\ E, 3-fosfoglicerato

c) Calculos

Se expresa en nmoles de metabolito existente

en gramo de tejido fresco, segln lo citado en la seccibn 2. 3. 3. 2.

2.3.3.5. - Determinacidén enzimatica de L-malato

. - ,
El L-malato se ha determinado oxidandolo enzi-
maticamente a oxalacetato mediante la enzima malico deshidrogenasa

a pH 9.5 seglin ha descrito H.J.Hohorst ( 172 )

NAD NADH + H &

\_—’_’_”/’
=0OAA

L_-malato

a) Reactivos

Tampdn Hidrazina-Glicocola 0.9:1 M pH 8, 5

Solucidn extemporanea de NAD 5 x 10 ~ M

s Ce 1.0.1-37)

i

L -Malato deshidrogenasa(MDH)(l

comercial
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b) Técnica

Las cubetas han sido preparadas con las

siguientes cantidades de reactivos.

Muestra Blanco
Tampon 1, 50 ml 1, 50 ml
NAD 0, 10 ml -
Agua destilada - 1,00 ml
Muestra 1. 00 ml -
MDH 0,01 mli s

L.a determinacidn espectrofotoméirica se realiza
a 340 nm y temperatura ambiente anotando el AE debido a |a forma-

cidn del NADH paralelo al consumo de malato.

c) Céalculos

LLa cantidad de malato existente se expresa

en nmoles de malato transformado por g de tejido fresco.

2 3.3.6.- Determinacidon enzimatica de oxalacetato

El oxalacetato se ha determinado reduciéndolo

enzimaticamente a malatomediante la enzima L.-malato deshidrogenasa

s pH 7.6 seglin ha descrito A. W. Wahlefeld ( 173 )
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MDH

+ +
Oxalacetato + NADH + H =| -Malato + NAD

a) Reactivos

Tampdn trietanolamina 0.4 M pH 7.6
Solucidn extemporénea de NADH 5 x 10*3 M
L —-Malato deshidrogenasa (MDH) (E.C.1.1.1.37)

b) Técnica

LLas cubetas han sido preparadas con las

siguientes cantidades de reactivos:

Muestra Blanco
Tampon 1. 00 ml 2. 50 mi
NADH 0.02 mi ——
Muestra 1.50 ml -
MDH 0.01 ml -

L a determinacidn expectrofotométrica se realiza

a 340 nm y temperatura ambiente anotando el AE debido al consumo de

NADH paralelo al de OAA.

c) Calculos

L_as cantidades de OAA existentes se expresan

en nmoles de OAA transformado por g de tejido fresco.

81




2.3.3.7.- Determinacidn enzimatica de L-lactato

El L-lactato se determina enzimaticamente
oxiddndolo con NAD mediante el enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

a pH 9.5 seglin ha descrito K. GAWEHN (174)

+ |
L-lactato + NAD — piruvato + NADH + H ¥

a) Reactivos

Tampdn hidrazina-glicocola 0.9:1 M, pH 9.5
Solucidn extemporanea de NAD al 0. 59
L actato deshidrogenasa(LDH) (E.C.1.1.1.27)

b) Técnica

Las cubetas han sido preparadas con las siguien-

tes cantidades de reactivos:

Muestra Control __Blanco
Tampbdn 1.50 ml 1.50 mi 1.50 ml
NAD 0. 40 ml 0. 40 ml 0. 20 mi
Agua destilada 0. 10 mi 0. 60 ml 0. 80 mil
Muestra 0. 50 ml _— | o
LDH 0.02 ml 0.02 ml -
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| a determinacidn espectrofotométrica se realiza

a 340 nm y temperatura ambiente anotando el AE debido al consumo

de lactato paralelo a la formacion de NADH.

c) Céalculos

L as cantidades de | _—-lactato existentes se expresan

en nmoles de L-lactato transformado por gramo de tejido fresco.

5. 3. 4. Determinacidn de la capacidad gluconeogénica hepatica.

Técnica de perfusidn hepatica

El método de perfusidon hepatica basado en las
t&cnicas de Miller y col (175 ) y Schimassex ( 176 ) ha sido descrito
por Hems y col. ( 177 ) y ha sido puesto a punto en nuestro Departa-

mento por J.M. Medina en su tesis Doctoral (178 ).

El medio de perfusidn esta compuesto por soiu-
cidn salina Krebs—Henseleit ( 179 ), albGmina bovina fraccidn V disuel-
ta en solucidn salina y filtrada a través de Millipore 1,2 pu vy hematies
procedentes de sangre humana, conservada por uii espacio de 3-4 sema-
nas a 4°C en solucidn anticoagulante citr*atodextr-o'sa. El volumen final
del medio de perfusién es 150 ml,usandose las siguientes concentracio-

nes finales: albGmina 2.6% (p/v), hemoglobina 2.59% (p/v)) el pH es

de 7.4. EI lactato se afiade en una concentracidon de 10mM. EI

para su estabilizaciodon.



2.3.5. - Determinacidén de la capacidad gluconeogénica de la corteza

renal

Se ha empleado el método de Krebs y col. (180)
que ha sido puesto a punto y descrito detalladamente por J.P. Garcla

Ruiz en su Tesina de Licenciatura ( 181 ).

El método consiste en la incubacibdn de cortes de
la corteza renal en un medio Krebs-Henseleit ( 179 ) durante una hora
dandole una agitacibén que favorece el contacto del tejido con el sustra-

to puesto (10 mM) en el medio y el gas carbbdgeno para su respiracion.

Los Ifquidos resultantes de la incubacidon se desnaturalizan y neutra-
lizan y se determinan en ellos la glucosa producida como se indicara en
la seccidn 2.3.6. respectivamente. L os resultados se expresan en umo-
les de glucosa producidos durante la hora de incubacidn y por gr-amb de
tejido seco. Para ello es necesario pesar los cortes correspondientes

3 la incubacidén una vez desecados en una estufa a 702C.

2.3.6.- Determinacidn enziméatica de glucosa

————

La determinacidn de glucosa se ha realizado con
el método enziméatico de la glucosa-oxidasa-peroxidasa, usando como

crombdgeno la O-dianisidina.

La téchnica ha sido descrita por Bergmeyer y col.
( 182 ). La glucosa oxidasa (GOD), cataliza la oxidacibn de la glucosa
y por la peroxidasa (POD) el H_O_ formado se descompone en HZO Y

2 2
oxigeno atbmico que oxida al crombdgeno.
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GOD

D-Glucosa + H.,O + O = Acido D-glucdnico + HZOZ

» ‘O-dianisidina oxidada

O-dianisidina reducida

La O-dianisidina oxidada, presenta un color
que absorbe a 440 nm. L.as pequenas cantidades de @ -D glucosa
que puedan existir en las muestras también se determinan al estar

la GOD comercial acompafiada de pequefias cantidades de mutarrotasa.

a) Reactivos

Tampdn Fosfato, Tris-CIH 0, 2:0,1 M pH 7.3

Suspensidn de O-dianisidina en etanol de 052

al 1% p /v

Solucidn estdndar 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. 7jcomercial, 3 mg

para 75 ml de mezcla enzimatica.

Mezcla enzimatica: se prepara mezclando 9. 3 mg
de GOD, 3 mg de POD, 0.5 m! de la suspension

de O-dianisidina y se completa con tampdn fosfato,

tris-ClH hasta 75 ml.



b) Técnica

Se preparan los siguientes tubos con las cantida-

des siguientes:

EBlanco S S2 S3 Muestra
Solucibdn estandar de
glucosa - 0.5ml! 0.75 ml 1 ml -
HZO 1 mi 0.5ml 0.25 ml - 0.5 mi
Muestra neutralizada - —- - - 0.5 mi
Mezcla enzimética 2.5 ml 2.5ml 2.5 ml 2.5 mi 2.5 mli

Se incuba una hora a 372C vy se determina la

D. O. existente en cada tubo a 440 nm.

c) Célculos

Para hallar los umoles de glucosa e la mues-
tra es necesario representar una recta patrdn con las densidades épti-
cas de los estandar y sus respectivas concentraciones de 0.1,0.15 vy
0.20 pmoles de glucosa. Asl se obtiene los umoles de glucosa existen-

tes en 0.5 ml de muestra neutralizada.

L os calculos son diierentes dependiendo de
que |la muestra proceda de una toma de sangre, del medio de perfusidn
hepatica d del ITquido de incubacidon de los cortes de corteza renal, te-
niendo en cuenta el volumen de que proceden y la neutralizacidon o di-
lucidon realizada en cada caso, y la expresidn a que se quiere referir

el resultado.
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2.3.7 - Determinacidn de glucosa en sangre

La sangre se extrae de la aorta abdominal de
ratas anestesiadas con pentobarbital sbdico (60 mg/kg) con jeringa
heparinizada. De ella se toman 0.5 ml que se desnaturalizan con 4
m! de perclérico al 2% (v/v). En la muestra desnaturalizada y neu-
tralizada se determina la glucosa como se indicd en la seccidon 2. 3. 6.
| os resultados se expresan en umoles de glucosa existentes en 1 ml

de sangre.

2.3.8. - Determinacion de L-lactato en sangre

La obtencidén y tratamiento de las muestras se ha
descrito anteriormente (seccidén 2.3.7.). Una vez neutralizadas y cen-
trifugadas las muestras se determina la cantidad de lactato observando
en el espectrofotdbmetro la formaciéon de NADH paralela al consumo de
lactato por lactato deshidrogenasa a pH 9. 5. EI procedimiento ha sido
descrito por Hohorst y col (172)

" L_DH N
L -lactato 4+ NAD sPFPiruvato + NADH + H

a) Reactivos

Tampdn Hidrazina:qlicocola o.4: 1 M, pH 9. 3

Solucidn extemporanea de NAD al 0.5%

L actato deshidrcgenasa (LDH) (E.C.1.1.1.27)

comercial.
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b) Técnica

L_as cubetas han sido preparadas con las siguien-

tes cantidades de reactivos:

Muestra Control ~ Blanco
Tampdn 1.50 ml 1.50 ml 1. 50 mi
NAD 0. 40 mi 0. 20 ml 0. 40 ml
Muestra 0. 50 ml - ——
Agua destilada 0. 70 ml 1.40 ml 1.20 ml
LDH 0.02 ml 0.02 ml -

=| curso de la reaccidn es detectado espectrofoto-

métricamente midiendo a 340 nm el AE debido a la formacidn de NADH.

c) Céalculos

Los umoles de L-lactato por ml de sangre, vienen

dados por la expresidn:

( AE-AF) x V

/Jmoles xml  de sangre = 6 X . xF
10 x & xd x Vv

siendo;
(AE -Asfs ) medida del incremento de densidad
bptica.

\V = volumen de la cubeta

|

€ = coeficiente de extincidon molar aproximadoe del NAD

d = espesor de la cubeta
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v = volumen de la muestra

-=] = factor de neutralizacidn

F = factor de dilucidn

2.3.9. - Determinacion del piH, _|:>CC)2 y concentracidn de C(Z)‘3 }-h en sangre

L a sangre se obtiene de la aorta abdominal de
ratas anestesiadas (60 mg pentobarbital sbdico/kg de peso) extraida
con jeringa heparinizada. L.as medidas se hacen en condiciones
anaerobias introduciendo por inyeccidn pequefas cantidades de sangre

(50 pil aproximadamente)en la camara dispuesta a este efecto en el apa-

rato. Se mide el pH y pCO, en este orden. Para obtener la concen-

- - i . -
tracidn de bicarhonato en sangre (mEq /| sangre) se ha utilizado un mono-

grama de lineas de Siggaard-Andersen.

2.3. 10, - Det_er*minacifm de 3-hidroxibutirato en sangre

Se ha utilizado el método enzimatico descrito por
D.H. Williamson y J. Mellanby ( 183 ), consistente en ia oxidacidén -

del 3-hidroxibutirato por la enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa

( 3-HBDH) y NAD.

3-H -+
3—-Hidroxibutirato + NAD HBDHfAcetoacetato + NADH + H

En presencia de hidrazina el acetoacetato que va
formandose es eliminado del medio de reaccidén en forma de hidrazona

y la reaccidn ocurre cuantitativamente de izquierda a derecha.
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a) Reactivos

Tampdébn Tris 0,1 M, pH 8.5
Tampdn Tris-hidrazina pH 8. 5

Se prepara mezclando 1 ml de hidrato de hidrazina,

20 mg de EDTA - Nasz- 2H,0, 5ml de CIH IN y 14 ml| de tampdn tris

0.2 M. Debe prep:: arse cada dia.

Solucidn de ﬂ-—NAD 14 mM

3-Hidroxibutirato deshidrogenasa (3-HBDH)
E.C.1.1.1.30

b) Técnica

Se preparan las cubetas siguiendo el protocolo:

Muestra Control Blanco
Tampdn Tris-
hidrazina 1 ml 1T ml 1 mi
Solucion NAD 0.1 ml 0.1 ml —
Muestra 2.0 ml - -
HZO - 2 mi 2 ml
3-HBDH 0.010 ml 0.010 ml -

Se mide el cambio de extincidn a 340 nm vy tempera-

tura ambiente hasia estabilizacion.
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c) Calculos

pmoles existentes en 1 m! de sangre.

2.3.11.- Determinacidn de acetoacetato en sangre

L as cantidades de 3-hidroxibutirato se expresan en

El acetoacetato se ha determinado por reduccidn en-—

-imAatica a 3-hidroxibutirato mediante la enzima 3-hidroxibutirato deshi-

drogenasa seg(in el método de S. Mellanby vy |

en la secciébn anterior (2. 3. 10)

a) Reactivos

b) Técnica

Tampdn fosfato

NADH
Muestﬁa

HZO

3-HBDH

Tampdn fosfato 0.1 M; pH 7.0
Solucidn de ﬁ—NADH 6 mM
3_Hidroxibutirato deshidrogenasa (3-HBDH)

E.Co 1 1230

Pipetear en las cubetas:

Muestra

1.0 mi

0.1 ml
2.0 ml

0.010 ml

Control

1.0 mli
0.1 ml

2.0 m!
0.010 ml

D). H. Williamson descrito

Blanco

1.0 mi
0.05 mli
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El descenso de extincidbn debido a |la oxidacidn del

NADH es proporcional a la cantidad de acetoacetato presente. Medir a

340 nm y a temperatura ambiente.

c) Calculos

L.os calculos son iguales a los de la seccion 2.3.7 .

Los valores obtenidos se expresan en umoles de acetoacetato por ml —

de sangre.

2.3.12, - Determinacibdn de L-alanina en sangre

Se ha realizado segln el método de D.H. Williamson

( 184 ) que utiliza la enzima L.-alanina deshidrogenasa.

- al i . =
L-alanina + NAD + H,,0 Sl » Piruvato + NADH + NHZ

deshidrogenasa

a) Reactivos

Solucidon de tris 0. 2 M

Tampdn tris-hidrazina (tris 40 mM, hidrazina 1 M,
EDTA 1.4 mM; pH 10.0)

Solucién de (3 -NAD 24 mM

L —alanina deshidrogenasa. Preparacibdn enzimética

dializada frente a tampdn fosfato 20 mM, pH 7. 4 para

eliminar los iones NH4+
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b) Técnica

Pipetear en las cubetas:

Muestra Control Blanco
Tampdn tris-
hidrazina 1.0 ml 1.0 ml 1.0 mi
Solucidn de NAD 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Muestra 2.0 ml 2.0 mi 2.0 ml
Alanina deshi-
drogenasa 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml

El incremento en la extincidn a 340 nm debido a

la formacitn de NADH es una medida de |a alanina existente

c) Calculos

Los valores hallados se expresan como pmoles /ml

de sangre.

2.3.13. - Determinacion de amoniaco en sangre

L a muestra de sangre se obtiene como se ha descrito

anteriormente en la seccidén 2. 3. 8. El amoniaco se ha determinado enzi-

maticamente segin el método de E. Kun y E. B. Kearney(135).El método

utiliza la aminacidn reductora de 2-cetoglutarato catalizada por la glu-

tamato deshidrogenasa (Gl DH).

-+ Gl
NADH + NH4 + 2-cetoglutarato DH.—I_—giutamato + NAD+ + HZO




a) Reactivos

b) Técnica

Tampdbn fosfato
HZO desionizada
NADH
ADP

X -KG

Muestra

Gl DH

340 nm.

c) Céalculos

Tampdn fosfato 0.2 M ; pH 7.6

Solucidn de NADH al 0.5 9

Solucidn de ADP 0.1 M

Solucidon de o-KG 0.3 M

Glutamato deshidrogenasa (GIDH)(E.C.1.4.1.2. )

disuelta en glicerol.

Pipetear dentro de las cubetas:

Muestra

Control SBlanco

1.9 ml
0.4 ml
0.1 ml
0.01 ml
0.1 ml
1 ml

0.02 mli

1.5 ml 3.1 ml
1.4 ml —
0.1 ml 0.05 ml
0.01 ml ==
0.1 ml e

0.02 ml —

L_.as medidas se hacen a temp«ratura ambiente y a

L os resultados se expresan como pmoles de amo-

niaco por ml de sangre.
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2.3.14. - Determinacidn de urea en plasma

El plasma se ha obtenido a partir de sangre extraida

como se describe en la seccidn 2. 3.9. Para ello las muestras de san -

gre se han centrifugado durante 20 minutos a baja velocidad y a 42C.

L_a urea se ha determinado mediante una hidrdlisis

enziméatica con ureasa que conduce a la formacidon de amoniaco y de CO,.

El amoniaco formado se determina con la ayuda de la

glutamato deshidrogenasa tal como se describid en la seccidon anterior

(2.3.13) (185 ).

KA —Cetoglutarato

a) Reactivos

Ulreasa

Llrea + HZO o 2 NH , + COZ

+ GIDH +
s » L.— Glutamato +2NAD +2H_0O

+ 2 NADH + 2 NH 5

Tampdbdn trietanolamina 0.2 M ; pH 8.6
Solucidén de 2-cetoglutarato 0.3 M neutralizada
Solucidn de g -NADH al 0.5%

Solucion de ADP 0.1 M
.C.1.4.1.2)

|}

Glutamato deshidrogenasa (GIDH) (

disuelta en 509 glicerol.

Ureasa (E.C.3.5.1.5. )disuelta en 50% glicerol.




b) Técnica

L_lenar las cubetas segln el protocolo siguiente:

Muestra Control Blanco
Tampdon 1.9 ml 1.9 ml 3.1 ml
H?.,O desionizada 0.9 ml 1.02 ml -
ADP 0.01 mli 0.01 rhl ——
o -KG 0.1 ml O.1 ml -
NADH 0.1 ml 0.1 ml 0.05 ml
Muestra 0.1 ml | - -
Lireasa 0.02 ml —— —
GIDH 0.02 ml 0.02 ml ——

L.os cambios de extincidn se miden a 340 nm vy a

temperatura ambiente.

c) Céalculos

Hay que tener en cuenta gque cada molécula de
urea da lugar a dos de amoniaco. Los valores hallados se expresan

como pmoles de urea en un ml de plasma.
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2 3.15._ Determinacién de la capacidad ureogénica hepatica mediante

perfusidn

Se ha determinado mediante el método de perfusion
hepéatica descrito en la seccion 2. 3.4. utilizando como sustrato CINH‘,4 1 GimM
y midiendo la desaparicidén del ion amonio del medioc vy la aparicion de urea
durante el tiempo de perfusibén. Tanto el ion amonio como la urea se han de-

terminado por analisis enzimatico como se ha descrito en las secciones

2.3.13. v 2. 3. 14. respectivamente.

2.3.16. - Determinacidn del consumo de cuerpos cetdbnicos por el rinon

Se ha empleado el método de Krebs y col (180)
ya descrito en la seccidn 2.3.5. consistente en la incubacidn de cortes
de la corteza renal en medio Krebs-Henseleit durante una hora a 402C
con oxigenacidn y agitécién . Al medio de incubacidn se afade como sus-
trato acetoacetato 2 mM. Una vez finalizada la incubacidn se mide el con-
sumo de acetoacetato asf como la aparicidn de 3-hidroxibutirato. L.os
resultados se expresan en }Jmoles de acetnacetato consumido o de 3-hi-
droxibutirato formado durante la hora de incubacibén por gramo de tejido
seco. Ambos metabolitos se determinan por analisis enzimatico segln

los métodos descritos en las secciones 2. 3.10. y 2. 3. 11.
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I1l. - RESUL TADOS

3.1.—- ACIDOSIS LACTICA Y ACTIVIDAD DE LA FOSFOENOL PIRUVATO

CARBOXICINASA RENAL DURANTE EL. EJERCICIO

En trabajos realizados anteriormente en el Départamento
se ha puesto de manifiesto que el ejercicio muscular realizado en deter-
minadas condiciones (nhatacién en agua a 222 de temperatura) lleva consi-
go un incremento en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de
la corteza renal (133)y de la capacidad gluconeogénica de dicho tejido (159).
Este efecto habla sido atribuido a la acidosis metabdlica que presumibliemen
te acompana al ejercicio, dadas las concentraciones de laciato en sangre
en estas circunstancias,y a la probable naturaleza de dicha activacidon enzi-

méatica, que parecfa similar a la que tiene lugar durante ia acidosis clorhi-

drica experimental (120).

lL_as experiencias que se describen a continuacidon se han
realizado con el fin de confirmar la vinculacidn de! efecto activante del ejer

cicio sobre la fosfoenolpiruvato carboxicinasa a ia acidosis lactica carac-

teristica de dicha situacidn. fisioldgica.
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3.1.1. - Co_ncg_ntr_*aci&n de &cidos no volétiles en sangre durante el ejer-

——

ciclo.

3.1.1.1. - Acido lactico

L_.os trabajos citados anteriormente mostraban un brusco
incremento en la concentracidn de lactato sangufneo a los 15 minutos de
comenzado el ejercicio, representando este momento el punto maximo en
la concentracidn de este metabolito en sangre, que descendla répidamen
te después (120). Parecfa por tanto interesante completar estos resulta-
dos, sobre todo estudiando la evolucidn del lactato sangulneo en el perio

do de tiempo comprendido entre los cero y quince minutos de ejercicio.

A los cinco minutos de ejercicio los niveles de lactato en
sangre son dos veces los de los controles, y a los diez minutos se alcan-
za la concentraci&ii méis alta, que es casi cuatro veces la basal. A partir
de este momento descienden hasta alcanzar valores normales (tabla n2 1

y grafica n2 1).

Como puede observarse, existe un desfase de cinco minu-
tos con los resultados citados, justificable por el diferente método de ex-
traccidon de sangre que en nuestro caso requerfla una operacidn con aneste

sia de cinco minutos de duracidn.

102



3.1.1.2. - Cuerpos cetdnicos

Entre los combustibles metabdlicos tisulares que se pro-
ducen en gran cantidad durante el ejercicio para su consumo periférico
se encuentran los compuestos cetdnicos, seglin se deduce de las experien
cias realizadas en voluntarios humanos por Krebs y col. (186). Dada la
acidez de estos compuestos y su posible impliczcion en la produccidn de
acidosis metabdlica durante la actividad muscular parecid aconsejable es-

tudiar sus niveles hematicos en nuestras condiciones experimentales.

L as medidas se realizaron a iguales tiempos que en el ca-

so anterior (cero, 5, 10, 15, 30, 60 y 120 minutos).

Como puede verse en la tabla n2 1 (y grafica n2 1), hay una
evolucidn paralela en la concentracidn de ambos metabolitos —acetoacético
y 3-hidroxibutfrico- a lo largo del ejercicio. Asl, durante los primeros mi
nutos deejerciciose produce un descenso en los niveles de ambos, altamen-
te significativo en el caso del 3-hidroxibutirato. Este descenso inicial es

seguido de unincrementoen ambos metabolitos, hasta alcanzar valores apro-

ximadamente dobles de los controles a los 120 minuios,
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TABLA n2 1

Concentracion de acido lactico y cuerpos ceténicos en sangre durante el ejercicio,
: - | .
Las concentraciones se expresan en Pmoles x ml de sangre. Los resultados son medias £ el error es-

tandar de la media. P indica la probabilidad de que las diferencias entre las medias no sea significa-

tiva.

Ac. 3~-hidroxibutfrico

Ac. lactico en sangre Ac. acetoacético en sangre

en sangre

Concentracidn .

Concentracion Concentracidn

N©
exp.

3.607+0. 866 0.086+0, 008

‘

0 minutos

5 minutos 7.552+1.483 |<0. 05

10 minutos 11.249+1, 239

'.

15 minutos

9.279%1.091

30 minutos 7. 2410, 828

3.124+0.596

60 minutos <0. 50

<0. 05

0.060+0. 009

A A &
o o S

120 minutes 2.815%0. 403 0. 19020, 039

0.059+0, 006

1HH

104



lactico en sangre

AcC.

s
Q

GRAFICA n2 1
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5 10 15 30 60
Tiempo en minutos

Concentracidn en sangre de acido lactico y cuerpos cetdnicos durante el
el ejercicio. Los resultados se expiresan igual que en la tabla n2 1,
siendo acido lactico ( ® ); Acido acetoacético ( © ); acido 3-hidroxibu-
tirico ( % ). Las lineas verticales representan el error estandar de la

media de los valores hallados en cada punto.
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3.1.2. - Valores de pH, ECOZ_Y concentracion de bicarbonato en sangre

durante el ejercicio

3. 1.2.1. - Animales normales

Como se ha descrito en la seccidn 3.1.1.1. existe un fuer-
te incremento en la concentracidon de lactato sangufneo durante la actividad
muscular forzada, realizada segin nuestras condiciones experimentales.
Por ello era de gran interés comprobar si esta hiperlacticidemia, muy agu
da sobretodo en los minutos iniciales del ejercicio, iba asociada con una si

tuacion real de acidosis metabolica.

Los animales recibieron 10 ml. de solucidn salina por intu-
bacidn gastrica inmediatamente antes del ejercicio, cuya duracidon fue de 15

o 120 minutos.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla n2 2. Pue-
de observarse un marcado descenso del pH sanguineo simultaneo a un aumen
to considerable de la presion parcial de anhidrido carbbnico y descenso de
la conceniracion de bicarbonato. Después de 2 horas de ejercicio lo valores
de pH sangulneo se han elevado debido a un incremento compensador en la con
centracidn de bicarbonato en sangre, aunque persiste la situacién de acido-

SIS.
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3.1.2.2. - Animales tratados con bicarbonato

El bicarbonato se administro por intubacidn gastrica inme-

diatamente antes de comenzar el ejercicio. L.os detalles experimentales se

describen en la seccidn 2. 3. 1. 2.

Como puede observarse en la tabla n€ 2 la administraciéon
de bicarbonato sbédico reduce ligeramente la acidosis producida a los 15
minutos de ejercicio y restaura casi por completo el valor normal de pH

a los 120 minutos de su administracion.
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TABLA n® 2

VValores de pH, pCC)2

y tratadas con bicarbonato durante el ejercicio.

A los animales se les administrd inmediatamente antes del ejercic

luciébn salina o de bicarbonato 200 mM por intubacion gastrica. El

error estandar de la media.

N©
pH pCO,
exp.
7.361 0.01 41.8% 3.6
7.06% 0.03 63.72 2.6

Controles

Ejercicio 15!

7112 0. 05

48. 3% 2.82

7.12% 0.03 77.5* 6.6
7.30 0. 01

Ejercicio 15+ CO3H"

Ejercicio 120!

Ejercicio 120! +C03H'

y concentracion de bicarbonato en sangre de ratas normales

io 10 ml de so-

+ representa el

Sicarbonato

mM

24.6% 0.4

14.81* 1.8

190 x 3.1

24.5 1 3.6

33.121.3
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3.1.3. - Efecto de la administracidén previa de bicarbonato sobre los pri-

meros quince minutos de ejercicio.

En las experiencias anteriores se habia puesto de mani-
fiesto que existfa una fuerte acidosis metabdlica durante los 15 primeros
minutos de ejercicio, aun cuando a los animales se les habia administrado
previamente bicarbonato sbdico. El efecto de esta administracion no se ha-
cia patente hasta bien comenzado el ejercicio (tabla n2 2), dado el tiempo

necesario para la absorcidon del bicarbonato.

Por ello realizamos esta serie de experiencias en las que
el bicarbonato se administrdtreintaminutos antes de comenzar la natacion,
con objeto de que desde el primer momento se pudiese contrarrestar la aci

dosis provocada por el acimulc de acido lactico consecuente al ejercicio.

Estudiamos en estas condiciones, y en animales coniroies
a los que se habia administrado solucibén salina, la concentr«cidn de acido
lactico y glucosa en sangre y la capacidad gluconeogénicay actividad de la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa renales a lo largo de los quince primeros

minutos del ejercicio.

3131 = Concentr‘acjén de acido lactico en sangre.

L os animales tratados con bicarbonato muestran un incre-

mento en la concentracidén de acido lactico en sangre paralelo al de los ani

males controles (tabla n2 3). Sin embargo estos valores son muy superio-

res a los controles en todo momento.

L_os valores controles corresponden a los ya expresados

en la tabla n2 1.
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3.1.3.2. - Concentracidn de glucosa en sangre

Los resultados se expresan en la tabla n2 3 en umoles

-1
de glucosa x m!l. de sangre.

_os ahimales controles experimentan un significativo in-

cremento a los 15 minutos de ejercicio.

L.os animales tratados con bicarbonato mantienen su glu-

cemia constante a lo largo de este periodo de ejercicio.

3.1.3.3. - Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal

LLos resultados obtenidos en animales tratados con bicar-
bonato fueron significativamente iguales a los controles, como puede obser
varse en la tabla n2 3, a excepcidn de los hallados a los treinta minutos de
su administracidn -minuto cero de ejercicio— significativamente méas bajos.
Son suficientes unos minutos de tratamiento para que los valores de la acti-

vidad ensayable de la PEPCK renal alcancen la normalidad.

l.a actividad enzimatica se expresa en nmoles de sustra-

- - -1 :
to transformado x minuto X mg de proteina.

3.1.3. 4. - Capacidad gluconeogénica renal

e

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla n? 3, ex-
presandose la capacidad gluconeogénica como umoles de glucosa producida

=1 N = _ »
X gr de tejido seco x hora de incubacion.
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Igual que ocurria con la actividad de la PEPCK, la capa-
cidad gluconeogénica renal de ratas tratadas con bicarbonato sin nadar es
significativamente inferior a la de los controles. Sin embargo, también de
forma paralela a la actividad enzimdtica, esta capacidad se restaura des-

de los primeros minutos de ejercicio.

111



TABLA n2 3

Loncentracion de acido lactico y glucosa en sangre, actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y capacidad gluco-

= W ’ s -
neogenica de la corteza renal en ratas normales y tratadas con bicarbonato durante 15 minutos de ejercicio.

£l tratamiento se describe en la seccidn 2. 1.

EPCK renal

4

P .
Gluconeogéenesis renal Ac. lactico en sangre Glucosa en sangre

Glucosa
producida

Actividad
enzimatica

Z
o

- IConcentracidn
exp .

0 minutos

3,607 £ 0. 866

5 minutos

CONTROLES
KRN

10 minutos

15 minutos 9.279 % 1.091

O minutos

6.858x0. 849

3l_l

5 minutos

4 16.639%0. 185
10.614%0, 991}<0. 001 139620,
<:0.001

[4

11.804+1,081K0. 001 3

10 minutos

14.240%1, 247 6. 130%0,

15 minutos
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Concentracidn de acido lactico y glucosa en sangre en ratas controles y tratadas previamente con bicarbonato duran-
te 15 minutos de ejercicio. Los resultados se expresan igual que en la tabla n2 3. Las lineas verticales representan
el error estandar de la media de los valores hallados en cada punto, siendo animales controles (® ) y animales trata

dos con bicarbonato (&),
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Capacidad gluconeogénica
3

GRAFICA n° 3

S 10 5 10
Tiempo en minutos Tiempo en minutos
Capacidad gluconeogénica y actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de la corteza renal en ratas controles y

tratadas pr*eviamente con bicarbonato durante 15 minutos de ejercicio. Los resultados se expresan igual que en la ta-

bla n® 3. Las lineas verticales representan el error estandar de la media de los valores hallados en cada punto, sien-

do animales controles (@) y animales tratados con bicarbonato (0O).
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3.1. 4. - Naturaleza de la activacidon de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa

por el ejercicio

La naturaleza de la activacidn de la fosfoenolpiruvato carboxici-
nasa renal que tiene lugar en condicones de acidosis metabdlica experimen-
tal provocada por la administracidon de cloruro amonico ha sido estudiada
con detalle por Flores y Alleyne (20) y por Longshaw y col. (187, 188). Co-
ﬁ10 resultado de estos estudios se sugirid que los cambios en la actividad en
sayable de la PEPCK en estas condicones no se deblan a sintesis de nueva
proteflna enzimética sino, al menos parcialmente, a una prolongacidon en la

vida media de la enzima o a una conversidn de un precursor en una protelna

activa.

En trabajos realizados anteriormente en nuestro Departamento se
hablfa llegado a una conclusidon similar para la activacidon de la PEPCK renal
durante el ejercicio (189). En efecto, la administracion de antibidticos in-
hibidores de la sfntesis protefca (actinomicina D o cicioheximida) previamen
te al ejercicio no suprimia la activaciéon de la enzima en estas condiciones,

sugiriendo que dicha activacidn no se debfa a sintesis de nueva proteina n-

zimatica.

Estos resultados concordaban estrechamente con los obtenidos por

Flores y Alleyne, quienes habfan encontrado gque la actinomicina D o la etio-

nina no evitaban el efecto estimulante de la acidosis metabdlica experimen—

tal sobre la actividad de la PEPCK renal.

Es destacable que la dosis de actinomicina D utilizada en nuesiro
Departamento fue la misma que la empleada por esios investigadores, dosis

muy pequefia, pero que fué sin embargo, suficiente para reprimir completamen
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te el incremento en la actividad de la PEPCK producida por la administracion

de corticoides.

Muy recientemente, lynedjiand y col. han reexaminado el mecanis-
mo de la activacién de la PEPCK renal durante la acidosis metabblica e;;:per*i-
mental utilizando procedimientos isotdpico-inmunoquimicos, llegando a la con
clusidbn de que -al contrario de los postulados anteriores- el fenbmeno se de
be a sintesis de nueva proteina enziméatica (106). Estos investigadores han
sefialado que dicho efecto puede suprimirse administrando cordicepina o acti-
nomicina D, pero aumentando sustancialmente la dosis de este Gltimo antibibo-

tico en relacidén a la utilizada por Flores y Alleyne (20).

Teniendo en cuenta estos antecedentes hemos procedido a reinves-
tigar el efecto de la administracion de actinomicina D y ciclocheximida sobre la
activacién de la PEPCK renal por el ejercicio, aumentando la dosis de estos

antibidticos en relacidon a las utilizadas anteriormente.

3.1.4.1. — Efecto de la actinomicina D

Este antibidético reprime la sintesis proteica inhibiendo la forma-
cidn de RNA mensajero (190). Se ha empleado en esta ocasidn una dosis de
1 g / Kg de rata administrada treinta minutos antes del comienzo de un perio-
do de natacidn de dos horas. Se ha determinado paralelamente |la capacidad

aluconeogénica renal a partir de lactato. Los resultados se expresan en la

tabla n2 4 y grafica n2 4.

Como puede observarse, la administracion de actinomicina D en

estas condiciones bloquea completamente el incremento producido por el ejer
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cicio sobre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y sobi¢ la

capacidad gluconeogénica de corteza renal.

Merece destacarse el incremento que la actinomicina D produce
sobre los valores basales de la actividad ensayable de ja fosfoenolpiruva-

to carboxicinasa y de la capacidad gluconeogénica renal, aunque en este Gl

timo caso no sea significativo.

3.1.4. 2. - Efecto de la cicloheximida

Este antibidtico inhibe la sintesis de proteinas a nivel de
traduccidn (191). Se ha empleado en esta ocasién una sola dosis de | g/Kg.
de rata administrada intraperitonealmente 3 horas antes del comienzo dé&i

comienzo del ejercicio y cinco horas antes de la muerte del animal.

d
Se ha determinado también de forma paralela la capacidad
gluconeogénica renal a partir de lactato. Como puede observarse en ja tabla
n2 5 y grafica n2 5, los resultados obtenidos son similares a los hallados

con actinomicina D, anulandose el incremento producido por el ejercicio itan

to en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa como en la capaci-

dad gluconeogénica.

La cicloheximida provoca ademéas un descenso significativo

de los niveles basales de la actividad enzimatica.
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TABLA n2 4

Efecto de la actinomicina D sobre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capacidad

gluconeogénica de corteza renal de ratas sometidas a dos horas de ejercicio.
. . M T - _1 T ]
L.a actividad enzimatica se expresa en umoles de sustrato trans{ormado x minuto X mg de pro-
: . s : -1 -1
teina. LLa capacidad gluconeogenica se expresa en )Jmoles de glucosa producida x hora X gramo

de tejido seco. El £ representa el error estandar de la media.P indica la probabilidad de que la di-

ferencia entre las medias no sea significativa.

Actividad
enzimatica

Capacidad
gluconeogénica

Controles

Actinomicina D .

Ejercicio 13 631 4

<0. 30

Ejercicio+Actinomicina

_ o |
: o
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GRAFICA n2 4
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TAZLA n2 5

Efecto de la cicloheximida sobre la actividad de ta fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capacidad

gluconeogénica de corteza renal de ratas sometidas a dos horas de ejercicio.

-1 ]

La actividad enzimatica se expresa en )Jmoles de sustrato transformado x minuto

] - -l E —] “1
na. La capacidad gluconeogénica se expresa en Mmoles de glucosa producida x hora x gramo

de tejido seco. El £ representa el error estandar de la media.P indica la pri*obabilidad de que la di-

ferencia entre las medias no sea significativa,

N2 Actividad NS

1
Capacidad
exp. enzimatica exp.

gluconeogénica

Controles

Cicloheximida

Ejercicio

Ejercicio+Ciclohexim.

X mgm de protel
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3.1.5. - Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa a las dos horas_

del comienzo de un periodo de ejercicio de guince minutos.

‘Esta experiencia se ha realizado con el fin de corroborar la es-
tricta vinculacidn de la activacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa por
el ejercicio a la acidosis lactica concomitante al mismo. Dado que los nive
les de Acido lactico en sangre disminuyen drasticamente tras los primeros
quince minutos de natacidn se ha determinado la actividad de la enzima en ra
tas que nadaron sbélo durante esos quince minutos y luego se dejaron reposar

hasta finalizar un plazo de dos horas después de inicliar el ejercicio.

Como puede apreciarse en la tabla n? 6 la actividad de la fosfoeno!-
piruvato carboxicinasa en estas condiciones es sensiblemente igual a la que se

manifiesta cuando la natacidbn se realiza durante dos horas completas.
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TABLA n2 6

Actividad de la fosfoenopiruvato carboxicinasa de corte-
~>a renal a las dos horas del comienzo del ejercicio.

|_a actividad enzimatica se expresa en nmoles de susira-

to transformado X minuto = X mg" de proteina. L.os ani-

males problema fueron mantenidos en reposo después de

un periodo de natacién de 15 minutos y sacrificados a las
dos horas del comienzo del ejercicio. Los resultades éon
medias + el error estandar de ia media. P indica la pro-

babilidad de que las diferencias entre las medias no sea

significativa.

EPCK renal

Controles

Ejercicio 2h.

Ejercicio 135!
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3.2. - OTROS ESTUDIOS METABOLICOS EN EL EJERCICIO

3.2.1. — Concentracidn sangulnea de algunas sustancias metabdlicas du-

rante el ejgr‘ciciq__

Se ha determinado las concenti-aciones sangufineas de al-
gunas sustancias de origen metabdlico relacionadas directamente con la giu
coneogénesis —glucosa, alanina- o con procesos relacionados, tales como
la ureogénesis —amoniaco, urea-, en nuestras condiciones experimentales,
con el fin de obtener, un mejor conocimiento del esquema metabdlico duran

te las dos horas de ejercicio.

3.2.1.1. = Glucosa

S s

Anteriores trabajos (121) habian sefialado que tras un ejer
cicio de 2 horas realizado en nuestras condiciones experimentales, la glu-
cemia era ligeramente superior a la de animales contrclies. FPara conocer
su evolucién durante estas dos horas se midid la concentracién de gluco-
sa a los siguientes tiempos de ejercicio: 5, 10, 15, 30, 60 y 120 minutos.
Como se refleja en la tabla n2 7 existe ya un incremento significativo de la
glucemia a los 15 minutos de ejercicio. Igualmente son altamente significa-

tivos los incrementos aparecidos a los 60 y 120 minutos.

3.2.1.2. - Alanina

Datos experimentaies existentes en la bibliografia (192)
sugerian que durante el ejercicio existe actividad gluconeogénica en el hi-

gado a partir de alanina, que provendrlia no scio de la proteolisis del tejido
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musculae sino ademas en gran parte de la transaminacidon del piruvato obte-
nido por glucolisis. Incluso se ha postulado la existencia de un ciclo gluco-

sa—alanina tal como se puede ver en el esquema de la pagina siguiente,

En nuestro Departamento se ha puesto de manifiesto, por otra
parte, que durante el ejercicio realizado en nuestras condiciones experimen
tales existe un fuerte incremento en la alanina aminotransferasa de la cortg
za renal que se traduce en una mayor capacidad gluconeogénica de este te-
jido a partir de alanina, muy precaria en condiciones normales o que pare-
cfa sugerir que el rindn estuviera implicado en el ciclo glucosa alanina en

estas condiciones (121).

Por todo ello parecid interesante estudiar la concentracioin de ala
nina en sangre a lo largo del ejercicio rea!izado segln nuestras condiciones
experimentales, encontrando, como se muestra en la tabla ne 7, que no se

producen cambios en la concentracion de este metabolito.
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TABLA n2 7

Concentracidn de glucosa y alanina en sangre durante el ejercicio.
Las concentraciones se expresan en umoles X m de sangre. lL_os resuita
dos son medias = el error estandar de la media. P indica la probabilidad

de que las diferencias entre las medias no sea significativa.

L-Alanina en sangre

0.302x0., 027 H

Glucosa en sangre

N©
exp.

6.228%*0. 395

0. 308%20. 025 |<0.90

.. . <0. 20|
S et o1

30 minutos

<0. 90

7.904 £1.074

-
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3.2.1.3. - Amoniaco y urea

El ejercicio incrementa la utilizacidén de aminoacidos por la gluco
neogénesis hepatica, hecho que concueraa con el decrecimiento de la concen
tracidn de aspartato, glicocola y serina en higado y de glutamina en piasma
(103) v el decrecimiento en la excrecibdn urinaria de aminoacidos. lgualmen-

te concordante es la induccidon de las enzimas del ciclo ureogénice descrita

en entrenamiento ( | 94).

Por estas razones se procedid al estudio de la concentracidbn en
sangre de los dus productos mas importantes de la degradacidn de amino-

Acidos: urea y amoniaco en nuestras condiciones de ejercicio.
La tabla N2 8 muestra los resultados obtenidos.

A excepcidon de un ligero incremento en la concentracidon de amo
niaco a los cinco minutos de ejercicio, no hemos hallado cambios en la

concentracidén sanguinea de estos metabolitos.
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TABLA n©2 8

Concentracidn de amoniaco y urea en sangre durante el ejercicio.
L as concentraciones se expresan en }Jmoles x ml de sangre. L.os resul
tados expuestos son medias * el error estandar de la media. P indica la

probabilidad de que la diferencia entre las medias no sea significativa.

: i
0 minutos .
10 minutos <0. 20

D R e

Amoniaco en sangre

Concentracion

E

8.47520, 237

8.227x0. 083

0.980=%0. 031

30 minutos

8. 350%0. 127 0.825x0.059

120 minutos
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3.2.2.- Efecto del ejercicio sobre la capacidad gluconeogénica hepética en

ratas ayunadas.

En trabajos realizados anteriormente en el Departamento, se de-
termind la capacidad gluconeogénica hepéatica thas el ejercicio en ratasa -
las que se habla privado anteriormente de su contenido en glucbgeno hepa-
tico por tratamiento con acido nicotlnico (121). Efectivamente, la capaci-
dad gluconeogénica no puede determinarse si existe glucégeno en el higa-
do, pues durante la perfusidn se liberarfa glucosa a sangre procedente
de la glucogenolisis, enmascarando los resultados. Por otra parte, la exis
tencia de glucégeno hace innecesaria la gluconeogénesis, que carece en estas
circunstancias de sehtido fisiologico. El acido nicotinico es un conocido
agente lipolftico (195) cuya administracién a ratas bien alimentadas produce
el agotamiento del glucbgeno hepatico en unas horas (196). Eilo ocurre por-
que al decrecer los acidos libres en sangre a consecuencia de la accidn an
tilipolltica sobre el tejido adiposo,los tejidos se ven obiigados a aumentar el
porcentaje de consuno de glucosa. La demanda de &sta lleva cansigo el in-

cremento de la glucogenolisis hepatica y el rapido decrecimiento de la reserva

glucldica de este orgéano.

l_as experiencias cuyos resultados se expresan a continuacion e
nfan por objeto estudiar la posible adaptacidén de la capacidad gluconeogé-
nica hepafica al ejercicio, recurriendo simplemente al ayuno para agotar ias
reservas hepaticas de glucégeno, salvando el erccto no fisiolbgico del acido
nicotinico. En cambio, al tener que realizar un periodo de 12 horas de ayuno
para hacer desaparecer por completo el glucégeno del hfgado, podfa ocurrir
que €en estas circunstancias se hubiera producido ya un efecto inductor sobre
la gluconeogénesis hepatica que hiciera innecesaria una posterior inducciédn

por el ejercicio. Efectivamente como puede observarse. .en -en la grafican® 6
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'y tabla N2 9 no exsten diferencias en la capacidad gluconeogénica de hfga

do perfundido de animales ayunados 12 horas y animales sometidos ademas

a dos horas de ejercicio.

Igualmente puede apreciarse que con doce horas de ayuno la ca-
pacidad gluconeogénica hepatica medida a partir de lactato est& bastante

elevada y prdxima a la de animales que han sido privados de alimento duran

te 48 horas.
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TABLA n2 9

=fecto del ejercicio sobre ia capacidad gluconebdgénica de hl-

gado perfundido de ratas ayunadas.

El sustrato, lactato a concentracion 10 mM, fué afiadido a los
45 minutos del comienzo de la perfusidn. La velocidad de for-
macidon de glucosa se expresa en }Jmoles x minuto  de perfu-
sion x gr*amo_ de higado seco. Los resultados expuestos son

los coeficientes angulares de la recta de regresidon * [a des-

viacidon tipica de estos coeficientes.

GLUCOSA PRODUCIDA

=1

N Mmoles xmin

Ayuno 48 h. . .
Ayuno 12 h. 4. 2 *0. 4

tejido seco

Ayuno 12h+Ejercicio 2h.
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GRAFICA n©2 6

3

* L R N S R PR o

500 |

Mmoles de glucosa en el medio de perfusion

60 | 120

Tiempo de perfusidn (min.)
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12 horas; 1,892 g para los sometidos a ayuno y ejercicio.




3. 2. 3. - Efecto del ejercicio sobre el funcionamiento de la gluconeogénesis

renal en ratas con gluconeogénesis hepatica. disminulda.

Con las experiencias que se describen al continuacidon se ha pre -
tendido introducir un factor adicional en la compleja situacidbn metabdlica que

caracteriza al ejercicio, con el fin de estudiar la respuesta renal al mismo

en condiciones de forzada inactividad hepatica.

L.a inhibicidn de la gluconeogénesis hepatica se ha realizade sor
administracidn de a4cido 5-metoxi-2-indol carboxllico, (MICA}, compuesto
que hace decrecer fuertemente dicho proceso en el higado (197, 198), pero
sin afectar a la corteza renal, que, por el contrario, aumenta su capacidad
de sintesis de glucosa en estas condiciones, tal como se ha encontrado re-

cientemente en nuestro Departamento (199).

Para la determinacidn de los metabolitos intermediarios de la glu

coneogénesis se ha utilizado la técnica del congelado instantaneo del tejido

con nitrégeno Ifquido con lo que se logra reducir al minimo los cambios 'post

mortem!! en las concentraciones de estos metabolitos.

3.2.3.1.- Concentracion en hl'_gado de los inteme_g_iar*iosﬂmetabélicos de la glu-

coneogénesis en ratas ejercitadas tratadas con MICA.

A las ratas problema se les inyectd MICA (50 mg/ kg de peso de

rata) una hora antes del comienzo de la natacibn, que se realizd a lo largo
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de dos horas.

Los resultados se exponen en la tabla n2 10 y grafica n2 7.

3.2.3.2. - Concentracidn en rindn de los intermediarios metapélicos de

la gluconeogénesis de ratas ejercitadas tratadas con MICA

L_os resultados expuestos en la tabla n2 11 y grafica n2 8, se re-

fieren a muestras tomadas en las mismas condiciones que anteriormente,
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TABLA n2 10

Concentracidn en hfgado de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en ratas ejercitadas dos horas vy tratadas previamente con MICA.

Los animales fueron inyectados intraperitonealmente tres horas antes de la muerte con 1 ml.

de solucidn salina los controles o con el

problemas. LL.a natacidn se llevd a cabo durante las dos (ltimas horas de! tratamiento.

Controles

Ejercicio 2 h.

mismo volumen de solucidon de MICA los

\Veces control

MIC A 50 mg/Kg

.701+ 0.132)0.179% 0.013}0.390+ 0.041}0.013%0.003}0.219 0. 035]0. 143 + 0. 008|0. 590 + 0. 034 0. 051

+ 0.004]0.025 +0.003]0. 080 = 0. 007§0. 330+ 0. 026

\Jeces control

176 + 0. 024]0. 020 £ 0. 003{0. 335 £ 0. 044{0. 176 = 0. 021 1.004 + 0. 104{0. 034 = 0.003|0.013 £ 0. 001{0. 192 £ 0.014}0. 763

£ 0.067

5

\Veces control
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TABLA n2 11

Concentracidn en rifibn de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en ratas ejercitadas dos horas y tratadas previamente con MICA.

L os animales fueron inyectados intraperitonealmente tres horas antes de la muerte con 1 ml. de solucidn salina los controles o con el mismo volumen de solucidén de MICA los

problemas. La natacién se llevd a cabo durante las dos (ltimas horas del tratamiento.

Controles

+0.008]0.017 = 0.002{0. 030 £0. 002{0. 118 =£0. 006

= jercicio

i
v R i Y a0 e

\Jeces conrtrol . : ] . < | . = : ' : 2 . 3.03

":-_.'!‘L""‘ eplle 3ol

+ 0. 00410. 028 = 0. 00440. 023 X 0. 0044§0. 047 +o oof

L= i...i.'.‘lh_lr?"'" =

MICA 50 mg/Kg

b

*mmﬂhn’-l:h X

\Veces control l : .97 . . : : : : . 1. 20

E‘.

F 0. 004l0. 022 % 0. 002{0. 032 = 0. 0040 076 = 0. 004

MICA +Ejercicio

vl e AP ﬂl‘fﬂ‘m

\Veces control : : . 72 . : " , . 24 _ . ' ' | 195
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Concentracidn en rifidn de los intermediarios metabdli-
cos de la gluconeogénesis en ratas ejercitadas dos horas
y tratadas previamente con MICA. L.os resultados se ex-
presan como miltiplos de los valores controies, siendo

ejercicio ( 0 ); MICA (0); ejercicio y MICA (o).
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3.2.4.- Efecto del ejercicio sobre la capacidad de consumo de cuerpos ce-

tdnicos por la corteza renal.

LiIno de los tejidos que utilizan compuestos cetdnicos en mayor es—
cala es la corteza renal (186). Por ello una vez comprobado el claro incre-
mento de cuerpos cetdnicos en sangre después de una actividad muscular
forzada, resultaba interesante conocer si se alteraba la capacidad de consu

mo por la corteza renal en estas condiciones.

Para ello se incubaron cortes de corteza renal de peso seco com-
prendido entre 1 y 2,5 mg tal como se ha descrito en la seccidén 2. 3. 16. EI

sustrato afadido al medio de incubacidn fue acetoacetato 2mM, sustrato de

mas rapida metabolizacidon que el 3-hidroxibutirato.

Lina vez finalizada la incubacidon se determind el acetoaceiato consu

mido, asl como la cantidad de 3-hidroxibutirato en el medio.

Los resultados se muestran en la tabla n2 12. Puede observarse
que no existen diferencias significativas a este respecto entre animales con

troles y animales sometidos a dos horas de ejercicio.
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TABLA n2 12

- » »
Efecto del ejercicio sobre la capacidad de consumo de cuerpos cetonicos por la
corteza renal.
El sustrato utilizado fue acetoacetato a concentracion 2 mM. L.os animales pro-
blema fueron sometidos a dos horas de ejercicio en agua a 22°C. LLas medias de
== s

los valores hallados estadn expresados en pmolies X hora de incubacidon x gramo

de tejido seco. El £ representa el error estandar de la media. P indica la proba

bilidad de que la diferencia entre las medias no sea significativa.

3-hidroxibutirato
producido

N¢ Acetoacetato
exp. consumido

Controles S
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3.2.5.- Efecto del ejercicio sobre la capacidad ureogénica hepética

Es conocido que el entrenamiento origina la induccidn de las
enzimas del ciclo ureogénico, (194), pero no existen datos en la biblio
graffa en relacibn al efecto del ejercicio intenso de corta duracidn so-

bre la produccidn de urea por el hfgado. Por ello se ha determinado la
capacidad ureogénica en ratas, que previamente han sido sometidas a 2

horas de ejercicio en agua a 222C. Se ha utilizado la técnica de perfu-

sion hepatica siends el sustrato clorurc amdnico 10 mm. El sustrato se

anadido al medio de perfusibn a los 38 minutos de iniciada la misma.
L_.os resultados obtenidos se han expresado de dos maneras:

a) Produccibén de urea y consumo de NH, (pmoles/150 ml) res

pecto al tiempo (grafica n?9).

b) umoles de urea formados o de amonio consumidos por gramo

de higado seco y por minuto de perfusidén (tabla n2 13).



TABLA n2 13

Efecto del ejercicio sobre la capacidad ureogénica de higado perfun-

dido de rata.

Los animales problema fueron sometidos a dos™thoras de ejercicio en

agua a 22°2C. EIl sustrato, cloruro ambdnico a concentracion 10nM, fue

afiadido a los 38 minutos del comienzo de la perfusion. La velocidad

de formacidn de urea y de consumo de amonio se expresa en )Jmoles X
-1

. _l -« r -
minuto< de perfusion X gramo de higado seco. L.os resultados e€x-

puestos son los coeficientes angulares de ia recta de regresidén % la

desviacidn tipica de estos coeficientes.

AMONIO UREA
N2 \Velocidad - \Velocidad
exp. de consumo de produccidn

I+

4.1

Controles 0.4

Ejercicio -9.9%0.7 <0.90 4.8x 0.3 <0. 30
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Efecto del ejercicio sobre la capacidad ureogénica hepatica. L.os
animales problema fueron sometidos a dos horas de ejercicio en
agua a 22°2C. Urea encontrada en el medio de perfusion de ani-
males controles (® ); de animales tratados (m) . amonio en-—
contrado en el medio de perfusibn de animales controles ( 0);

de animales tratados ( 0). Las lineas veriicales representan la

desviacidn estadndar de la media de los valores hallados en cada

punto. El nimero de experiencias se¢ indica entre paréntesis. L.os
pesos medios de los higados secos fueron 1.472 g para los anima-

les controles y 1. 601 g para los animales tratados.



3.3.- EFECTO DEL £STRES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOE-
NOLPIRUVATO CARBOXICINASA.

|._.0os resuitados éxpresados en la seccion 3. 1. indican clara-
mente que la activacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal por
el ejercicio se debe a la acidosis lactica que acompaia a esta situacidn
fisioldgica. Conviene puntualizar, sin embargo, que la produccidn de acido
|&ctico por el msculo no parece depender Unicamente de la intensidad del
trabajo ffsico sino que esta sujeta a otras variables. En efecto cuando
la natacidn se realiza a 372 en vez de los 222C haE)ituales, la produccidn
de Acido lactico —asumiendo que esta fielmente reflejada por sus valores
en sangre- no sobrepasa la concentracidon de 4.6 mM, siendo en este ca-

so la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal solo levemen-

te superior a la normalidad (189).

Parece claro, por tanto, que la produccidon de acido lactico -
durante la natacién esta influenciada por el estrés que supone la tempera
tura de 222C, muy por debajo de la fisidldgica. Las experiencias que se
relacionan a continuacidn tenfan como objeto !"separar!!' los efectos de la
actividad muscular de la del estrés y estudiar la contribucidn de cada uno
de estos factores a lo que hasta ahora hemos venido denominando '"efectos
del ejercicio!. Se han incluido también los resultados de una serie de ex
periencias ntimamente relacionadas con todas las que constituyen esta
memoria doctoral, relativas al comportamiento de la fosfoencipiruvato

carboxicinasa en condiciones de estrés nc ligadas al ejercicio.
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3.3. 1. - Efecto de la inmersibdn en agua a 222 C _sin ejercicio

Esta experiencia supone en cierto modo lo contrario que la na
tacidon en agua a 37°C, qu'e hemos citado con anterioridad. Se trataba con
ella de comprobar el efecto del estrés producido por el agua a temperatura
por debajo de la fisiolbgica sin que hubiera mas actividad muscular que la
desarrollada al tiritar en orden a mantener la temperatura corporal dentro
de la normalidad. Se han determinado los valores de acido lactico en san
gre, actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de la gluconeogénesis

renal en ratas mantenidas en agua a 22°2C, pero sin cubririas, durante

quince minutos.

L_os resultados obtenidos se muestran en la tabla n2 14.

Como puede observarse, a excepcion de la temperatura rectal
que desciende drasticamente, no se producen cambios significativos en
los valores basales de la capacidad gluconeogénica, de la actividad de
la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de corteza renal,ni de la concentra-

cibn de lactato y glucosa en sangre.
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TABLA n2 14

Efecto de la inmersibén en agua a 22°C sin ejercicio sobre la concentracién de acido lactico y glucosa en sangre,
la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capacidad gluconeogénica de la corteza renal.

: -1
L_as concentraciones se expresan en )Jmoles x mi de sangre; la actlvldad enzimatica en nmoles de sustrato trans

-1 -1
formado x minuto x mg de proteina; la capacidad gluconeogénica en umoles de glucosa producida x hora de in

cubacidén x gramo de tejido seco. Los resultados expuestos son medias = el error estandar de la media. P indica

O
N Tratadas 2 h. .
<0‘90

6.887 £ 0. 237

la probabilidad de que la diferencia entre las medias no sea significativa.

Controles

Gluconeogénesis renal,

=FPCK renal

Glucosa en sangre 8.122% 0.695

L_actato en sangre

2.194 £ 0. 998

Temperatura rectal




3. 3. 2. - Efecto de la temperatura ambiental antes de |la realizacidon del

ejercicio.

Los resultados que se describen en este apartado correspon
den a una serie de animales que estuvieron sometidos de méner*a fortui-
ta a una temperatura ambiental de 302C durante varios dfas. Como se
muestra en la tabla n2 15, en estas condiciones los animales presentaban
heperlacticidemia, y al ser sometidos a dos horas de ejercicio no in-
crementaban la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal,
sino que dichos valores estaban significativamente mas bajos gque los

controles.

Después de normalizada la temperatura de la habitacidn entre
14 y 182C, la concentracidon de lactato descendid rapidamente hasta valo-
res normales v la actividad enzimatica de las ratas ejercitadas se incre-

mentd en la proporcidon acostumbrada.
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TABLA n2 15

Efecto de la temperatura ambiental sobre la concentracibén sanguinea de acido lactico y sobre
la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de corteza renal en ratas controles y so-

metidas a dos horas de ejercicio.

El tratamiento se describe en el texto adjunto. La concentracién de acido lactico se expresa

-1 .. N :
en /.Jmoles X ml de sangre; la actividad enzimatica en nmoles de sustrato transformado x mi-

nuto” X mg“1 de proteina. Los resultados expuestos son mediasx* el error estandar de la

media. P indica la probabilidad de que las diferencias entre las medias no sea significativa.

CONTROL.

EJERCICIO 2h.

Actividad
enzimatica

L_actato
en sangre

Actividad
enziméatica

Temperatura

7.133% 0.420
ambiental alta

Temperatursa
ambiental baja

3.8535 % 0, 390




3. 3. 3. - Efecto de una situacidén estresante de corta duracidn

Los animales fueron sometidos al estrés producido por sus-
pensidn en una malla, durante periodos variables de tiempo: 2, 35, 10y
15 minutos. Después fueron anestesiados para obtener la sangre, por
lo que al tiempo descrito del tratamiento hay que sumar los cinco minu-

tos que se esperaba para la extraccidon de la sangre.

3.3.3.1.- Concentracidon de lactato en sangre

Como se observa en la tabla n2 16 y grafica n2 10 los nive-

les de lactato en sangre aumentan rapidamente tras cinco minutos de tra

tamiento. Con igual rapidez se recuperan los valores normales. En el
punto maximo, a los cinco minutos de tratamiento, el valor alcanzado es

casi tres veces el control (tiempo cero).

3. 3. 3.2.- Actividad de la fosfoencipiruvato carboxicinasa hepatica

L a actividad ensayable de la enzima hepatica sufre un incre-
mento significativo tan solo con dos minutos de tratamiento, Incremento

que se mantiene a los cinco y diez minutos (tabla n2 16 y gréafica n2 10).
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3. 3. 3.3.- Actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal

La enzima renal muestra una elevacidn de su actividad para-
lela a la de la enzima hepética. Esta elevacion es tan rapida que resulta

significativa tras dos minutos de tratamiento, alcanzando su valor maxi-

mo a los 5 minutos.

L os resultados se muestran en la tabla n2 16 y gréafica n2 10.

3.3. 3. 4. - Concentracion de glucosa en sangre

Como puede observarse en la tabla 16 y grafica n2 10, no hay

variaciones en la glucemia en ningln momento de la experiencia.
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TABLA n2 16

Efecto de una situacidon estresante de corta duracidn sobre la concentracidn sanguinea de &cido lactico y glucosa v la activi_

dad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica y de corteza renal.

El tratamiento se describe en la seccidon 2. 3. 1. 8. Las concentraciones se expresan en umoles x ml de sangre; la actividad
=1 =1

enzimatica en nmoles de sustrato transformado x minuto x mg de proteina.lL.os resultados socn medias * el error estandar

de la media. P indica la probabilidad de que las diferencias entre las medias no sea significativa.

PEPCK hepatica PEFCK renal

Glucosa en sangre | L.actato en sangre

Actividad Actividad
enzimatica . enziméatica

il i e

= N© e
Concentracion

Concentracion |

0 minutos

8.353 ¢ 0,370

2 minutos 8.300t 0,412

5 minutos

8.414 0, 220

63+t 7 8.788 £ 0. 586

10 minutos 6.165 % 1.310 |<0. 20

15 minutos 5.839+1.133 I <0.'20%

<0.30| 7 62+t 3 <0.001 8.212 £ 0.655 5



Actividad enzimatica
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Tiempo en minutos
fecto de una situacin estresante de corta duracidon so
bre la concentracidn sanguinea de acido lactice y gluco
sa sobre la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxici-
nasa hepatica y de corteza renal. Los resultados se ex
presan en la tabla n2 16. Acldo lactico ( ® ); glucosa
( ¥ ); fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepética ( 0 ); fos
foenolpiruvato carboxicinasa renal ( . Las lineas ver

ticales representan el error estandar de la media de

los valores hallados en cada punto.
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V.- DISCUSION

4. 1.- ACIDOSIS LACTICA Y ACTIVIDAD DE LA FOSFOENOL PIRUVA
RUVATO CARBOXICINASA RENAL DURANTE EL EJERCICIO

L_os trabajos llevados a cabo antericrmente en el Depar-
tamento relativos al efecto del ejercicio sobre la actividad de la fos-
foenolpiruvato carboxicinasa renal hablfan llevado a las siguierniies con

clusiones y sugerencias, descritas sumariamente;

a) La fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal incrementa

su actividad a consecuencia del ejercicio.

b) Existe un fuerte aumento en la concentracidén de acido

|Actico en sangre a los quince minutos de ejercicio.

c) El incremento en la actividad enzimatica no puede impe
dirse por tratamiento previo con antibibticos inhibidores de sintesis pro
tefca utilizados a dosis similares a las empleadas en situaciones de aci-

dosis clorhidrica experimental y que &n esas circunstancias tampoco son

capaces de bloquear la activacidon de la enzima.

d) Cuando a las ratas se les administra previamente bicar

bonato se impide el aumento en la actividad enziméatica.

e) Todo ello sugerfa que la activacidn enzimatica durante
el ejercicio se deberfa a la acidosis metabolica ~lactica- que acomj ana

normalmente al ejercicio.
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Como punto siguiente de estudio parecia ldgico investigar
la existencia real de dicha situacion de acidosis en nuestras condicicnes
experimentales, determinando los parametros sanguineos caracterf(sti-

cos de dicha situacion.

L_os resultados descritos en la primera parte de esta me-
moria doctoral corroboran los anteriormente obtenidos en este Departa
mento y constituyen una clara evidencia de la hipbtesis inicial del traba
jo. Efectivamente, durante el ejercicio realizado en nuestras condiciones
experimentales existe una acidosis metabdlica manifiesta, con un descen
SO muy acusadoﬁdel pH sanguflneoc vy una pérdida muy fuerte tambiénde bi-
carbonato en plasma, todo ello referido al minuto quince de iniciado el
ejercicio. Es, por tanto, muy razonable atribuir a esta acidosis lacti-
ca que acompana al ejercicio |la causa del fncr*emento en la actividad de |a

fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal en estas condiciones.

Los resultados que se describen en la seccidn 3.1.4. tie-
nen a este respecto un gran valor confirmativo que vamos a considerar con

cierto detalle, yg que la situacilon en este punto es algo compleja de des-~

cribir,

Como acabamos de recordar (apartado !'lc!' de esta seccidn),
el tipo de activacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa durante el ejer
cicio era similar al encontrado en la acidosis metabblica experimental:
en ninguno de los dos casos era posible impedir |la activacidn blogueando |a
sintesis proteica con antibidticos inhibidores de dicho proceso. No obstan
te, tal como se ha sefalado en la seccidon 3. 1. 4., trabajos recientes de

lynedjiand y col. indicaban que era posible evitar la activacidn de la fos
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foenolpiruvato carboxicinasa renal por la acidosis metabdlica experimen
tal, aumentando sustancialmente la dosis de inhibidores de la sintesis de
protefna (106). Al reexaminar nosotros el comportamiento de la enzima

con las correspondientes dosis elevadas de antibidético hemos encontrado

que estas concentraciones de inhibidores bloguean efectivamente dicha

activacidn en ratas sometidas a ejercicio.

Parece evidente que estos Ultimos resultados constituyen
una confirmacidn adicional de la hipbtesis de nuestro trabajo porque in-
dican que se marntiene el paralelismo entre el comportamiento de la fosfoe

nolpiruvato carboxicinasa ante la acidosis metabblica y el ejercicio. Es

decir:

a) A dosis pequefias de antibidtico inhibidor ( actinomici=
ha D) no se impide el bloqueo de la activacidon de la enzima por la acido
sis metabdlica experimental ni por el ejercicio (aunque esta dosis es ca

paz de suprimir el efecto inductor de los glucocorticoides).

b) A dosis elevadas del mismo antibidtico se suprime la

activacidn de la enzima por acidosis metabdlica y por el ejercicio .

En lo que se refiere a la naturaleza de esta activacion,
atribuida inicialmente por Alleyne y col. (20) y por Longshaw y col.
(187, 188) a una prolongacidén en la vida media de la enzima o a una
conversidon de un precursor en una protelna mas activa , parece, sin
embargo,que debe existir fundamentalmente sintesis de nueva protelina,
de acuerdo con lynedjiand y col., que han utilizado una metodologfa mas

precisa. Por extensidon, presumimos que en nuestras condiciones experi_
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mentales existen también fenbmenos inductivos con sintesis '"de novo'!' de
la protelna enziméatica. Lo que no cabe duda es que la induccidn no es del
mismo tipo que la que tiene lugar por la administracion de corticoides, que
resulta mucho méas sensible a la inhibicidn por antibibdticos. Ello subraya
la especial situacidén de esta enzima dentro del metabolismo renal, sujeta
muy expecialmente a una regulacidon ligada al equilibrio acido-bas ico del
medio interno, a pesar de su situacidn dentro de la via gluconeogénica.

La clasica acciédn gluconeogénica de los glucocorticoides tendria lugar fun
damer{:almente a través de la induccién de la fosfoenolpiruvato carboxicina

sa, pero esta situacidon parece distinta, por lo menos cuantitativaemnte,

de la que tiene lugar por la acidosis metabdlica.

El otro dato que coniirma la vinculacidon de la activacion
de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal por el ejercicio a la produc-
cién de Acido lactico es que esta activacidn es de un valor semejante
cuando el ejercicio se interrumpe después de los primeros guince minutos,
cuando se han alcanzado los maximos sanguineos en la concentracidn de
scido lactico. Parece claro que los 105 minutos restantes no afectan a la
activacidn enzimatica resultando lo mismo que se realice un ejercicio mode
rado,como ocurre en nuestras condiciones experimentales habituales, &

que los animales guarden un reposo total .

|l os datos experimentales que han servido para corroborar
la hipbtesis inicial de nuestro trabajo ofrecen ademas la oportunidad de

realizar una serie de consideraciones adicionales,

La primera de ellas estéd relacionada con las concentracio

nes sangulneas de cuerpos cetdnicos durante las dos horas de ejer -
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cicio. Existe un casi perfecto paralelismo entre la evolucidon de los nive-
les plasméticos de acetoacetato y 3 —hidroxibutirato, siendo destacable

el descenso inicial en las concentraciones de ambos compuestos, que al-
canza un minimo a los diez minutos, cuando |la concentracidén de acido lac
tico es mayor. Posteriormente las concentraciones de cuerpos cetbénicos
van aumentando mientras se disminuye el nivel dé |lactico. Parece ciaro,
por tanto, que el descenso en el pH sangulneo a los quince minutos de ejer
cicio se debe al incremento en la lacticidemia. En cambio, el bajo pH re-
gistrado a las dos horas de ejercicio refleja aparentemente el incremento

en los niveles sangufneos de cuerpos cetonicos.

L_a evolucidn en sangre de los niveles de acetoacetato y
3 _hidroxibutirato coincide a grandes rasgos con los datos de Courtice
y Douglas (200)y de Johnsony col. (201) ) en lo que se refiere a su
aumento gradual en sangre tras el fuerte ejercicio inicial de los anima-
les. Ello refleja probablemente el progresivo desfase entre su produccidn
y su consumo. En efecto, los cuerpos cetdnicos se originan a nivel hepa-
tico a partir de los a4cidos grasos liberados por el tejido adiposo. Duran-
te el ejercicio existe una fuerte liberacibi de acidos grasos a la sangre
y su concentracidn aumenta en la misma antes que los cuerpos cetbnicos
(201). Muy probablemente el consumo de estos Gltimos compuestos ira
decreciendo conforme los animales se habituan al medio extrano y dejan
de realizar un ejercicio violento. Ello llevara consecuentemente a su
aumento gradual en la sangre. EI| descenso inicial debe reflejar, de for
ma coherente con lo anterior, un rapido consumo de |os cuerpos cetoni-—

cos preexistentes en el plasma, antes de que haya dado tiempo a la pro

duccibn hepatica !'"de novo''.
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Conviene destacar que la acidosis lactica caracterfsti-
ca de los primeros quince minutos de ejercicio lleva aparejada una dis
minucidn muy notable del bicarbonato plasméatico mientras que la acidosis
cetdtica que se registra = las dos horas de natacién cursa con valores
de bicarbonato plasmatico normales, lo que debe reflejar evidentemen
te un trabajo renal muy eficiente en la regeneracién tubular de dicho

bicarbonato.

L_as determinaciones de pH y bicarbonato sangulneos
correspondientes a las ratas tratadas con bicarbonato (tabla n2 2)
arrojan valores semejantes que para las ratas tratadas con solucidn sa-
lina cuando las medidas se realizaron a los quince minutos de ejercicio.
Ello se explica porque la administracidon de bicarbonato se hizo inmedia
tamente antes de iniciar el ejercicio, no habiéndose traducido todavia
dicha administracidon en los correspondientes valores sangufneos. De-
be recordarse que el tratamiento se realizd por vlia intragastrica, lo
que exige un tiempo probablemente superior a los quince minutos para
los fenbmenos absortivos. En cambio, a las dos horas de natacidn se
observa que el kaesté va algo corregido —aunque sigue siendo bajo-

y la concentracion de bicarbonato en plasma es, incluso superior a la.

normal. El descenso en el pH viene explicado, Ibgicamente, por el alto

valor de pCO Yy puede atribuirse razonablemente a las dificultades

2
respiratorias propias de la natacion.

Otro de los aspectos que merece senalarse es €l relativo
a la evolucidon durante los primeros quince minutos de ejercicio de los
valores de lacticidemia y actividad de |la fosfoenolpiruvato carboxicinasa

renal en ratas tratadas o no con bicarbonato, media hora antes de iniciar
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el ejercicio. LLas ratas tratadas con bicarbonato comienzan el ejercicio,
de natacidn en este caso,con una concentracidon mas alta que la normal de

este compuesto en sangre (resultados no incluidos en el texto) y son por

lo tanto alcaldticas.

Por lo que se refiere a la lacticidemia, es interesante sub
rayar que las ratas tratadas con bicarbonato presentan valores de acido
lActico en sangre superiores a las no tratadas, aunque se mantiene un
paralelismo perfecto en la evolucidn de dichos valores. L.a mayor concen
tracidén inicial de 4cido lactico sangufneo en estas ratas alcaldticas coin-
cide con los datos obtenidos en la bibliograffa (202, 206). Aunque la ex-
plicacion de este fenbmeno No esta clara, puede interpretarse por una ace
leracién en la glucolisis muscular (207). Debe recordarse a este respecto
que la fosfofructocinasa es una enzima muy sensible al pH (208). L.os tra
bajos de Ui en 1966 con cé&lulas intactas de diafragma de rata han demos-
trado que al cambiar el pH externo desde 7.4 a 8.0 se estimula el consu-

mo de glucosa y la produccibdn de lactato. Al parecer, el aumento de pH

previene la bien conocida inhibicién de la fosfofructocinasa por ATP (209).

Por lo que se refiere a la actividad de la fosfecnolpiruvato
carboxicinasa renal, es destacable que los valores iniciales son muy infe-
riores en las ratas tratadas con bicarbonato, lo que coincide con lo sefa-
lado por Kamm y col. para animales alcaldticos (105).'Més interesante aln
por lo que tiene de hallazgo driginal es el ligero incremento de la activi-
dad enzimitica a los cinco minutos de iniciado el ejercicio, siendo el efec
to mas significativo en las ratas tratadas con bicarbonato. Dado que los
valores de actividad enzimatica vuelven a descender a los diez minutos y se
estabilizan, no parece légico atribuir ese incremento a la lacticidemia, que

alcanza su maximo cinco minutos més tarde. FParece mas bien un efecto
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transitorio ligado quizas al estrés que supone la inmersibén. Teniendo
en cuenta que la tercera parte de esta discusidn estara destinada a con
siderar el efecto del estrés sobre la actividad de la fosfoenolpiﬁuvato
carboxicinasa, volveremos alll a recordar este dato experimental. Cabe
afadir que la evolucidn temporal de esta actividad enzimatica es extraor
dinariamente similar a la de la capacidad gluconeogénica renal, lo que
corrobora una vez mas el decisivo papel de dicha enzima en la regulacidén

de la giuconeogénesis.

4, 2. - OTROS ESTUDIOS METABOL.ICOS EN EL.L EJERCICIO

Se ha corroborado el incremento suave que experimenta
la glucemiatras dos horas de ejercicio, tiene tal como habla sidc des-
crito por Garcla-Rulz en nuestro Departamento (121). Es curioso re-
saltar que hay dos maximos, a los quince y sesenta minutos, ambos
muy significativos. El maximo de los quince minutos hablfa sido ya sefa-
lado por Gould y Rawlinson (210) y por Dawson (151), y debe tener su
explicacidn en la respuesta glucogenolfltica hepatica al aumento en las
concentraciones circulantes de adrenalina (211) y glucagon (212). Por
otra parte no hay alteraciones significativas en los niveles de alanina,
urea y amonio en sangre durante las dos horas de ejercicio, salvo un
ligero aumento de amonio a los cinco minutos, que podrfa quizas explicar
se por la falta de riego sanguineo del hfgado durante los minutos inicia-
les del ejercicio (213) con la consiguiente merma en fa funcidon desintoxi

cante de este Girrgano,

No existen ventajas apreciables en el empleo de una ayunc
de 12 horas en vez de la adminisiracibn de acido nicotfnico para estudiar

las posibles alteraciones en la capacidad gluconeogénica hepatica promo
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vidas por el ejercicio, De hecho, la cajp-icidad gluconeogénica a paritir
de lactato tras doce horas de ayuno es mucho mayor que la que origina
el tratamiento con acido nicotfnico (121) y casi tan alta como la corres
pondiente a un ayuno de 48 horas. Por ello no es de extranar que el ejer
cicio no signifique un incremento adicional en dicha capacidad gluconeo-

génica hepética, ya mas que suficiente para realizar la slintesis de una

gran cantidad de glucosa.

El perfil de metabolitos de la gluconeogénesis determi-
nados en rifidn de ratas sometidas a ejercicio durante dos horas confir
ma el funcicnamiento de esta via metabdlica "in vivo! (121). Sin embar
go, cuando las ratas se trataron previamente con Acido- S5-metoxi-2-in
dol carboxllico, para inhibir selectivamente la gluconeogénesis hepati-
ca forzando asl el papel metabéiico del rifidn, lo que ocurre en reali-
dad es una potenciacidn del efecto del inhibidor. Efectivamente, e perfil de
estos metabolitos en el rifidn es del mismo tipo que el obtenido en el hi-
gado, lugar preferente de su actuacidn, destacando las altas concentra
ciones tisulares de piruvato (en contraposicién al lactato) y fosfoenol-
piruvato. Como se ha indicado en la secciébn 3. 2. 3., trabajos realiza-
dos anteriormente en el Departamento por Lupiafiez y colaboradores ha
bian sefialado una induccidn de la gluconeogénesis renal tras la adini -
nistracidn de Acido 5-metoxi—-2—-indol carboxllico, que se comportaba como
un inhibidor selectivo de la gluconeogénesis hepéatica (199). La potencia
cidn del efecto inhibidor de acido 5-metoxi-2~indol carboxflico a nivel
renal por el ejercicio no es facil de explicar, puesto que dicho compues
to por si solo no altera sensiblemente el perfil de metabolitos gluconeo-
génicos. Puede aventurarse sin embargo la hipbtesis de que dicha ca-

pacidad de inhibicion solo se habria hecho patente en condiciones de un
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alto consumo de acido lactico por el rifidn, tal como ocurre probablemen
te en el ejercicio. En este hipotético caso, tendrlfamos un argumento adi
cional para subrayar el importante papel de |la corteza renal en el consu

mo gluconeogénico del acido lactico que se produce en el ejercicio.

Ni el consumo de compuestos cetdnicos por la corteza
renal ni la capacidad de formacidon de urea por el higado se afectan
significativamente por el ejercicio. En lo que se refiere a los compues
tos cetdbnicos, estos resultados colnciden satisfactoriamente con los
datos publicados recientemente por Winder y col, que senalan que un
programa de entrenamiento de catorce semanas no modifica las activi-
dades de 3-hidroxibutirato deshidrogenasa, 3-cetoacido-CoA transfe-
rasa Yy tiolasa en la corteza renal de rata, aunque suponen un incre-
mento en el misculo esquelético, 1o que explica que los individuos en-

trenados no desarrollen cetosis tras el ejercicio (214).

4.3, - EFECTO DEL. ESTRES SOBRE LA ACTIVIDAD DE |_ A FOSFOE-

NOLPIRUVATO CARBOXICINASA

Como se ha mencionado anteriormente (seccibén 3. 3.), la
produccidén de &cido lactico por el mUsculo durante la natacién no de-
pende Gnicamente de |la intensidad del esfuerzo fisico sino que esta in-
fluenciada por otras variables, entre las que destaca por su importan-
cia la temperatura. Asl, cuando se opera a 222C (temperatura muy por
debajo de la fisiolbgica), existe una gran produccidon de acido lactico
tal como ocurre en nuestras condfciones experimentales habituales. ENn
cambio, si el agua esta a 372C, el aumento en los valores de lactici-

demia es muy pequeno (189), Muy probablemente por la desaparicidn dei
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estrés que supone la baja temperatura del agua. Sin embaigo, nuestras
experiencias relativas a la inmersidn en agua a 222C sin ejercicio indi-
can que en estas condiciones no existe aumento alguno de &cido lactico
en sangre sino incluso una disminucidn. Es evidente que no es, por lo
tanto, el frfo el causante de la alta produccibén de acido lactico, duran-
te la natacidn en agua a 222C, sino que esta sobreproduccidon debe atri_
buirse a un complejo cimulo de factores, entre los que debe actuar -al menos
indirectamente — el frfo, y que podrfamos englobar en el término de '"es-
trés - de la natacidén en agua frfa!'. Es interesante senalar que cuando el
agua se encuentra a una temperatura muy por encima de 372C también se
forma una gran cantidad de lactato (215). L.a alta produccidén de &cido
lactico durante la natacidn en agua a temperatura por debajo o por encima
de la corporal resulta dificil de explicar, pero cabe afadir que esfa re-
lacionada con la capacidad de natacién, de forma que la produccidn de aci_

do lactico es inversamente proporcional al tiempo que tardan los animales

en quedar exhaustos.

Aunque esta descrito por otra parte que el frfo induce la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepéatica y renal (seccidn
1.1.4.1.) , debe puntualizarse que en ese caso se trata de condiciones
mucho méas drasiicas y que requieren un mayor tiempo de actuacidon, cir-
cunstancias ambas que no existen en nuestro caso, por lo que la falta

de alteraciones en la actividad de |la fosfoenolpiruvato carboxicinasa re-

nal en nuestras condiciones es perfectamente normal.

Los resultados descritos en la seccidn 3. 3. 2. presentan
un gran interés aunque, por su naturaleza fragmentaria (debidoc precisa-
mente al caracter fortuito que los motivd), no son todavla de facil explica

cidn. A primera vista existe, una paradoja en relacibén a los demas
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resultados de esta memoria, pues se trata de animales con una lacticide—
mia elevada pero con una actividad normal de fosfoenolpiruvato carboxici
nasa renal. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que los valores de aci
do lactico en sangre eran reflejo de una situacidén crbénica, probablemen-
te de una gran complejidad fisiolbgica, y sin semejanza con las condicio-

nes de acidosis lactica aguda anteriormente descritas., Resulta claro el

interés de volver a realizar estas experiencias de una forma detallada.

Otras experiencias que parecen requerir una
atencidon principalisima en el futuro son las descritas en la seccidén 3. 3. 3.
que se refieren al efecto de una situacidon estresante de corta duracién no
ligada al ejercicio. Cabe destacar que se trata de un efecto muy claro sobre
la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, tanto en hfgado como
en rindn, y que no es posterior a la fuerte subida de la lacticidemia. ES
ta Gltima es muy elevada a los cinco minutos de la experiencia, alcanzan
do un valor similar al obtenido a los diez minutos del ejercicio, vy que
desciende mucho méas réapidamente que en aquella circunsiancia. Dado gue
la activacidon de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal es ya claramen-
te patente a los dos minutos, mientras que en este tiempo las diferencias
en la lacticidemia no son aun significativas, parece lédgico pensar que di-
cha activacidon no esta relacionada con los valores sangufneos de acido l&c
tico. El fendbmeno es menos acusado en el caso de la enzima hepética, pero,
en cualquier caso, el '"pico!! correspondiente al dcido lactico se alcanza
al tiempo que son ya muy altas ambas actividades enziméaticas. Por oira
parte, la rapidez del incremento e la actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa parece excluir a los fendbmenos inductivos como explicacidn
de dichos incrementos, que deben atribuirse mejor a la conversidn de las
enzimas preexistentes en formas de mayor actividad. Estos fendmenos han

sido descritos para otras enzimas, existiendo una bibliograffa muy amplia
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sobre el tema (para una revisidon, puede acudirse a la de Rubin y Roseny
216). Incluso ha sido propuesto, como citamos anteriormente, para la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal en situacidn de acidosis clorhidri_
ca experimental (20, 187, 188), aunque dicha hipbtesis ha sido cuestiona
da a la luz de trabajos mas recientes (106). En cualquier caso, se trata-
rfa de una accién rapida y transitoria que parece lbgico atribuirla a una
acciér directa del simpético sobre la corteza renal. Acciones nerviosas
directas de este tipo han sido descritas para diversas enzimas, entre

ellas la glucégeno sintetasa preconizandole un mecanismo que implicarfla

la formacidn de AMP clclico (217).

Con relaciébn a la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica
es bien conocido que resulta inducida por adrenalina y glucagon a traveés
de la formacién de AMP ciclico en respuesta a la hipoglucemia (véase la
seccidébn 1.1.4.2.). Incluso la propia hipoglucemia puede desencadenar
esta induccidn por AMP cfclico sin intervencion hormonal, tal como se
ha demostrado en nuestro Departamente trabajando en hlfgado perfundido
(218). Por otro lado, Nagai y col. han descrito una represidn por carba
col —agente parasimpaticomimético- sobre la fosfoenolpiruvato carboxi-
cinasa hepéatica, sugiriendo que los dos sistemas nervicsos autbnomos
actQan en oposicidn sobre dicha enzima para generar su conocido ritmo

ncircadiano! (219). En cambio no hay datos en la bibliograffa sobre accio

nes semejantes de tipo nervioso en relacidn a la fosfoenolpiruvato carbo-
xicinasa renal. Las catecolaminas actGan sobre el rifidn muy probablemen

te a traves de la formacidn de AMP cficlico (220) e incluso favorecen, '"in

vitro!" la amoniogénesis y gluconeogénesis renal (221).

Sin embargo, no se ha podido demostrar la activacion de la
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carboxicinasa renal por AMP cfclico (106, 142), explicAndose su actua-
cion estimulante de la gluconeogénesis a través de un mecanismo que im
plicarfa un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial para
los precursores de oxalacetato (malato y aspartato) con el resultado de
una aceleracidn de la reaccidn catalizada por la fosfeenolpiruvato carbo

xicinasa debida al aumento en las concentraciones de sustrato (142).

Parece prematuro elaborar una hipdtesis mas c menos de
tallada sobre la naturaleza, y sobre todo, sobre el posible significado fi
sioldogico de esta activacidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa por el
estrés. LLo que no cabe duda es que se trata de un fendbmeno de aito inte-
rés y cuyo caracter transitorio —puede recordarse ahora la elevacibn de
esta actividad en los primeros minutos del ejercicio, que podrfa estar
relacionada con el estrés producido por la inmersidn- podrfa explicar qui
zas algunos de los problemas de interpretacién que suscita la activacidn
de esta enzima en diversas circunstancias, a algunas de las cuales ya nos
hemos referido. Parecen claras también las diferencias de esta activacién

por el "estrés sin ejercicio!' con la que se origina en el "estrés con ejer-

cicio!! que supone la natacion. En el siguiente esquema se sintetizan es-

tas diferencias.
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\/. - CONCLUSIONES

1. - A los quince minutos de iniciado el ejercicio (natacidon
en agua a 22°C) existe acidosis metabdlica, debida a las altas concentra-
ciones plasmaticas de acido lactico (acidosis lactica). La acidosis que se

registra a las dos horas de ejercicio se debe a los altos niveles sangul-

neos de cuerpos cetdnicos (cetosis).

2. - A los cinco minutos de iniciado el ejercicio aumenta
ligeramente la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de la cor-
teza renal y la capacidad gluconebgénica de dicho tejido a partir de aci-
do lactico, siendo el efecto mas agudo en ratas hechas previamente alca
|6ticas por administracidén de bicarbonato. Se sugiere que la causa de

estos aumentos es el estrés inicial de la natacion.

3.- LLa activacion de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa

de la corteza renal que tiene lugar a las dos horas de ejercicio puede im
pedirse por tratamiento con dosis suficientemente elevadas de antibioti-
cos inihibidores de la sintesis protefca (actinomicina D y ciclohexiinida)

lo que parece indicar que la activacion se debe a la sintesis de nueva pro

teflna enziméatica.

4 - Esta activacidn se produce igualmente cuando s¢ inte
rrumpe el ejercicio tras los primeros quince minutos v la medida se rea-

liza a las dos horas, lo que confirma que se debe a la acidosis lactica va

existente.
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5. - Se confirma que existe un aumento ligero de la gluce-
mia a los quince minutos de ejerci‘cio. L.a glucemia correspondiente a los
60 y 120 minutos es también superior a la normal. Salvo un pequefio incre
mento en la concentracién de amoniaco en sangre a los cinco minutos de
ejercicio, no existen variaciones significativas en los niveles sangufneos

de amoniaco, urea y alanina durante las dos horas de natacién.

6. - EIl ejercicio potencia aparentemente el poder inhibi-
dor ""in vivo!" del acido S-metoxi-2-indol carboxilico sobre la gluconeo-
génesis renal, tal como se deduce del perfil de metabolitos intermedia-

rios de dicho proceso en el rifidn.

7. - EIl ejercicio no influye sobre la capacidad de consumo
de cuerpos cetdonicos por la corteza renal ni sobre la capacidad de forma-

cidon de urea por =l hlfgado.

8.~ L.a inmersidn en agua a 22°C sin realizacibén del ejer-
cicio no se traduce en un aumento de las concentraciones sangulneas de aci_
do lactico y no influye sobﬁe la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxici-
nasa de la corteza renal, indicando que los altos valores de lacticidemia

que aparecen durante la natacion en agua a esa temperatura no se deben

de forma directa a la misma.

9. - Cuando las ratas se mantienen durante varios dfas a
una temperatura ambiental de 302C presentan valores basales de lactici-
demia muy elevados junto a una actividad normal de la fosfoenolpiruvato

carboxicinasa renal que disminuye por el ejercicio.
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10. - Cuando las ratas se someten a una situacidn estresan
te de corta duracidn (manteniéndolas inmovilizadas por suspensidn en una
malla) los valores de lacticidemia alcanzan un maximo a los cinco minutos,
de una magnitud semejante a los que se originan por el ejercicio, y descien

den rapidamente a los diez, aunque no se restablecen los valores basales.

11. - En estas condiciones, la actividad de la fosfoenol-
piruvato carboxicinasa aumenta significativamente, hasta alcanzar valo-
res aproximadamente dobles de los basales tanto en higado como en rindén
Estos incrementos son paralelos 0 incluso anteriores a los que experi-
menta la lacticidemia, por lo que no parecen depender de la misma. La

rapidez de la respuesta indica que se trata probablemente de un fendme

no no inductivo y de origen nervioso.

CONCLUSION GENERAL

Se demuestra que la activacidon de la fosfoenolpiruvato car
boxicinasa de la corteza renal por el ejercicio realizado en nuestras con-
diciones experimentales (natacidn en agua a 222C) se debe a la acidosis
lactica que acompafa al mismo. Por otra parte se ha puesto de manifiesto
una activacién de dicha enzima, tanto en hfgado como en rifidn, en rapida
respuesta a una situacién de estrés. Aunque la natacidn en agua frla su-
pone también la existencia de estrés, la activacion de la enzima renal en

ambas circunstancias parece realizarse por mecanismos diferentes.
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