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RESUMEN

Se han determinado las actividades de la fosfoenolpiruvato carboxi-
cinasa hepdatica y renal, el contenido en glucégeno hepatico, la capacidad
gluconeogénica renal y las concentraciones de glucosa y lactato en sangre
a lo largo del dia en ratas con acceso a la comida y en animales a los
que se privé de alimento al comenzar la experiencia. La evolucién de
estos parametros bioquimicos fue muy semejante en ambos grupos y con-
cordé6 en general con los datos obtenidos en condiciones semejantes,
aunque a distintos tiempos, por otros investigadores.

SUMMARY

The activities of hepatic and renal phosphoenolpyruvate carboxyki-
nase, liver glycogen content, renal gluconeogenic capacity and blood glu-
cose and lactate concentrations were determined at several times of the
day in rats with free access to food and in rats deprived of food during
the experience. The evolution of these biochemical parameters was similar
in both groups of animals and generally agreed with the data obtained
by other investigators in similar conditions but at different times of
the day.

INTRODUCCION

La fosfoenolpiruvato carboxicinasa (E.C. 4.1.1.32.) es una
enzima fundamental en la gluconecgénesis a efectos de regu-
lacion, dada su sensibilidad a estimulos nutricionales y hor-
monales (1, 2). Una de las caracteristicas mas notables de esta
enzima es que presenta variaciones acusadas en su actividad
tanto a lo largo del dia como de tipo estacional. El ritmo cir-
cadiano de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa ha sido estudia-
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do por PHiLLiPs ¥y BERRY en higado de raton (3, 4), por NAGAI,
Supa y Nakacawa (5, 6) y por LANE y MAVRIDES (7) en higado de
rata y por Nacar et al. en riiidn de rata (8). Estos ultimos au-
tores han puesto de manifiesto igualmente variaciones en la
actividad de la enzima renal a lo largo del ano (8).

Es interesante destacar que la amplitud de estas variacio-
nes se acerca en muchos casos a la de los efectos originados
por manipulaciones nutricionzales y hormonales. Parecia, por
tanto, aconsejable conocer la evolucidn de la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa a lo largo del dia en nuestras
condiciones experimentales, tanto en higado como en rifién de
rata, como dato previo a la realizacion de posteriores estudios
de regulaciéon. En la presente publicacion se describen también
las variaciones de la capacidad gluconeogénica renal y de otros
parametros bioquimicos relacionados con la gluconeogénesis en
ratas con acceso a la comida y en animales a los que se privd
de alimento desde el comienzo de la experiencia.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado ratas hembras de raza Wistar, de peso
comprendido entre 150 y 200 g, que han sido alimentadas con
dieta estandar. Se mantuvieron una semana como minimo en
una habitacion termostatizada a 22 + 2°C y con luz artificial
que se encendia a las 7 h. y se apagaba a las 19 h. A un grupo
de animales se les privaba de alimento a las 9 h., mientras
que a otro se le dejaba libre acceso a la comida. En este ultimo
caso, la ingestion de alimento fue muy pequeiia, practicamente
nula hasta las 12 h., llegandose a consumir alrededor de 3 g
de pienso a las 18 h. Todos los animales tuvieron libre acceso
al agua.

Para la determinacion de glucosa y lactato en sangre, ésta
se extrajo de la aorta abdominal en jeringas heparinizadas tras
anestesiar a los animales con pentobarbital sodico (60 mg/kg
de peso). En los demas casos las ratas fueron sacrificadas por
dislocacion cervical.

La capacidad gluconeogénica de la corteza renal se ha de-
terminado siguiendo el método descrito por KreBs y colabora-
dores (9), incubando cortes de tejido en solucion salina de
Krebs -Henseleit, utilizando como sustrato L-lactato 10 mM,
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a 40°C, durante ung hora y gaseando con O,/CO, (95:5). El te-
jido (1.5-4 mg de peso seco) se suspendido en 4 ml de medio en
matraces de 25 ml. Después de la incubacion los cortes se dese-
caron a 110°C y se determino la glucosa en el medio de incu-
bacion.

La actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa se ha
determinado espectrofotométricamente en la direccion de sin-
tesis de oxalacetato en presencia de un exceso de malato des-
hidrogenasa, segun se ha descrito previamente (10).

La determinacion de glucosa se realizd segun la técnica de
BERGMEYER et al. (11) por el método enzimatico de la glucosa
oxidasa -peroxidasa. El lactato fue medido usando la técnica
enzimatica de HoHorsT (12). La determinacion de glucogeno
se ha realizado al estado de glucosa después de su hidrélisis
con amiloglucosidasa segun el método descrito por KreBs et al.
(9, 13).

RESULTADOS

Las concentraciones de glucosa y lactato en sangre, asi
como el contenido en glucdégeno del higado estan sumarizados
en la figura 1. La concentracion de glucosa en sangre se man-
tuvo practicamente constante alolargodeldia en los anima-
les con acceso a la comida, mientras que fue descendiendo leve-
mente en los animales privados de alimento hasta alcanzar a
las 18 h. valores significativamente mas bajos (P < 0.02) que
los correspondientes a esa misma hora en el primer grupo. Las
concentraciones de lactato no mostraron variaciones significa-
tivas en ninguno de los grupos. El contenido en glucdégeno he-
patico fue descendiendo a lo largo del dia en ambos casos,
siendo mas pronunciado el descenso en los animales privados
de alimento. Como era de esperar, por tratarse de algo bien
conocido, a las 24 horas de ayuno se registrd un descenso sig-
nificativo en la glucemia y los valores de glucogeno hepatico
fueron practicamente nulos.

La figura 2 muestra las variaciones en la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa de higado y corteza renal y de
la capacidad gluconeogénica en este ultimo origen. La enzima
hepatica fue incrementando continuamente su actividad desde
las 10 h. hasta las 18 h. en ambos grupos de animales. La en-
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Figura 1.- Evolucién de las concentraciones de glucosa y lactato en
sangre y del contenido en glucbégeno hepatico. "
aGlucosa (}Jmoles xml ). mLactato HMmoles x ml ).

®Glucbgeno ( nmoles de glucosa x gr‘— de tejido fresco).
+*P<<0.05, *xP<<0.01, *++ P<<0.001, segln el test de
Student con respecto a los valores iniciales.
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Figura 2. - Evolucidn de la actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

de higado y corteza renal y de la capacidad gluconeogénica

de corteza renal. .
aFosfoenolpiruvato carboxicinasa hepéatica ( nmoles x min  x
X mg_1 de protejna ). BFosfoenolpiruvato carboxicinasa renal
( nmoles x min_ ' x mg  de proteina) eCapacidad gluconeogé-
nica ()Jmoles de glucosa producida x hora = x gr- de tejido
seco. o

*P <0.05, **P<<0.01, x*» P<{0.001, segin e! test de Student

con rececpecto a loe valearee iNnicialec
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zima renal descendio a las 12 h. para alcanzar valores ligera-
mente mas altos que los iniciales en las medidas efectuadas
por la tarde. La evolucién también fue similar en amkos grupos
de animales.

La produccion de glucosa a partir de lactato en la corteza
renal evolucioné de forma paralela a la actividad de la fosfo-
enolpiruvato carboxicinasa del mismo origen. Concordando con
los datos bibliograficos al respecto (1, 14), ambas actividades
enzimaticas y la capacidad gluconeogénica renal alcanzaron un
notorio incremento a las 24 horas de privacion de alimento.

DISCUSION

Nuestro estudio se ha realizado en unas condiciones simi-
lares a las resenadas en la bibliografia (3-8), pero los tiempos
a los que se han realizado las determinaciones eran distintos
pues correspondian especificamente a nuestras condiciones ex-
perimentales habituales. En general se puede decir que la con-
cordancia con los datos bibliograficos ha sido grande. También
es destacable de una manera general la similitud entre las va-
riaciones registradas en la mayoria de los casos en las ratas
con acceso a la comida y en las privadas de alimento. Ello no
es dificil de explicar si se tiene en cuenta que estos animales
se alimentan fundamentalmente en las horas de oscuridad,
siendo muy pequeinia la ingesta durante el dia. La ausencia de
alimento se nota especialmente en los valores de glucdgeno
hepatico y glucosa sanguinea en las ultimas horas de la expe-
riencia. Estos valores fueron significativamente menores que
los correspondientes a los animales con acceso a la comida y
deben seguir descendiendo, légicamente, durante la noche hasta
alcanzar los bajos niveles caracteristicos de las 24 horas de
ayuno.

La curva ascendente de la actividad de la fosfoenolpiru-
vato carboxicinasa hepatica concuerda totalmente con los datos
bibliograficos (5-7). Es interesante resaltar que las variaciones
enzimaticas son inversas al contenido en glucodgeno, lo que re-
sulta de importancia fisiolégica, dado el papel gluconeogénico
fundamental de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Al alcanzar
la maxima actividad aumenta el potencial de resintesis de glu-
cosa, aunque probablemente esta capacidad no sera utilizada



ARS PHARMACEUTICA 235

a gran escala a menos que los animales sean privados de ali-
mento durante las horas siguientes de oscuridad.

Las fluctuaciones de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa de
corteza renal se corresponden en amplitud con las resefiadas en
la bibliografia (8), aunque el incremento en la actividad se inicia
antes en nuestras condiciones experimentales. Por lo que se
refiere a la capacidad gluconeogénica renal, nuestros resulta-
dos confirman los obtenidos por Nacar et. al (8), aunque estos
autores so6lo miden la produccién de glucosa en dos tiempos
(de maxima y minima actividad) y utilizan malato como sus-
trato gluconeogénico. Es especialmente destacable el parale-
lismo entre la actividad de la enzima y la capacidad gluconeo-
génica de la corteza renal, lo que subraya, una vez mas, el papel
esencial de dicha enzima en la regulacion de la produccion de
glucosa por el rinon (14). Aunque a nivel hepatico existe un
paralelismo semejante en la mayor parte de las circunstancias
fisiolégicas (1, 2, 15), no hemos determinado la capacidad glu-
coneogénica hepatica en nuestras condiciones experimentales
porque resulta dificil realizar esta determinacion con exactitud
en presencia de glucogeno, cuya degradacion enmascara la pro-
duccién de glucosa a partir de los precursores gluconeogénicos.

Por ultimo, es interesante hacer notar que las actividades
de la enzima hepatica y renal y la capacidad gluconeogénica
en este ultimo origen a las 24 horas de ayuno superan amplia-
mente los maximos valores encontrados ia tarde anterior, aun-
que el incremento en la actividad de la fosfoenolpiruvato car-
boxicinasa renal entre las 12 y las 16 hcras es del mismo orden
que el aumento global producido por el ayuno de 24 horas.
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