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TNTRODUCCION

La administracién de galactosamina a las’
ratas en dosis apropiadas produce dafios tisulares en el hfgado
muy semejantes a los que caracterizan a Ia.hepatitis virésica.
Por esta razén la degeneracidn hepéatica experimental producida
por galactosamina se viene empleando con mucha frecuencia como

modelo para el estudio de aquella enfermedad.

Una de las alteraciones metabdlicas mas
destacables de esta situacidn patolbgica es la disminucibn de la
capacidad gluconeogénica del tejido afectado, lo que se traduce
en su escaso contenido en glucbgeno. A nivel enzimético el fallo
se localiza fundamentalmente a nivel de la fosfoenolpiruvato car-
boxicinasa, afectandose también aunque en menor grado otras -

enzimas especificas de la gluconeogénesis.

Los trabajos realizados en el Departamen-
to por Garcfa Ruiz y colaboradores han puesto de manifiesto que
en estas condiciones aumenta la actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa de la corteza renal, registrandose también un pe-

quefio pero significativo aumento de la capacidad gluconeogénica
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de este tejido a partir de lactato ( # ). Estos hallazgos pueden
tener importancia fisioldgica ya que sugieren que la corteza re
nal aumenta su contribucién a !la gluconeogénesis total cuando

la capacidad funcional del hfgado se encuentra disminuida.

No se conoce todavlia con exactitud la
aportacién relativa del higado y el rifidn a la reslintesis de glu-
cosa para mantener los niveles fisiolbdgicos de glucemia. Aungue
tradicionalmente se ha considerado al parénquima hepético como
el principal tejido implicado en la gluconeogénesis, la capacidad
de la corteza renal es tan grande como la del hfgado por unidad
de peso. Y aunque la masa de tejido cortical es muy inferior a
la del parénquima hepético, la velocidad de flujo sangufneo por
el rifdn es muy considerable. En la actualidad tiende a consi-
derarse como probable que el hfgado protagonice la funcién glu-
coneogénica en condiciones fisiolbgicas normales, condiciones
en las que responde de forma muy sensible a las sefiales provo-
cadas por la hipoglucemia. Solo cuando la capacidad funcional
del hfgado se encontrara marcadamente disminulda, la slntesis
de glucosa tendrfa lugar a gran escala en la corteza renal tras

los correspondientes mecanismos de adaptacibn.

Dentro de este contexto general, el pre-
sente trabajo se ha emprendido con el deseo ‘de contribuir al

conocimiento de los mecanismos que controlan la aportaciétn del

( # ) Garcfa Ruiz, J.P., Moreno, F., Sanchez-Medina, F. y
Mayor F., FEBS Letters, 34, 113 (1973)
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rifibn a la sintesis de glucosa, estudiando |a respuesta metabblica
de la corteza renal cuando se inhibe selectivamente la gluconeogé-
nesis hepética. Con este tipo de inhibicidn se ha pretendido dismi-
nuir al mhximo las posibles interferencias originadas en el dafio

celular generalizado, circunscribiendo las alteraciones metabbli-

cas al proceso gluconeogénico.

Después de una labor prospectiva de la
influencia de diversos inhibidores de la gluconeogénesis hepética
sobre la corteza renal, se ha seleccionado el &cido 5-metoxi-2-in-
dol carboxflico, cuyo efecto sobre este Gltimo tejido es muy peqgque-
fio por lo que puede utilizarse de hecho como inhibidor diferencial
de la gluconeogénesis hepética. L.os resultados obt enidos confir-
man que el tratamiento con &cido 5-metoxi-2-indol carboxflico pro-
duce una fuerte inhibicién de la gluconeogénesis hepética. En es-
tas condiciones aumentan la actividad de la fosfoenolpiruvato car-
boxicinasa y de la capacidad gluconeogénica'renal a partir de los
sustratos que utilizan dicha enzima para su conversidon en glucosa.
Es de destacar que la respuesta renal es méas répida y méas fuerte
que la encontrada en ratas con degeneracibdn hepatica experimen—

tal producida con galactosamina.

Teniendo en cuenta que los mecanismos de
inhibicién de la gluconeogénesis hepética son diferentes en ambas

situaciones mientras que la respuesta renal es muy semejante pa-



rece probable que se trate de un fendmenc general, aconsejando
el estudic de este problema en obtras circunstancias patoldgicas
que cursen con alteraciones funcionales de la gluconeogénesis

hepatica.
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l.- PARTE TEORICA

1.1.- CLUCONEOGENESIS

1.1. 1. - Generalidades

Se conoce con el nombre de gluconeogénesis al
proceso bioquimico que comprende la sintesis de glucosa y glucégeﬁo
a partir de precursores no glucidicos, tales como aminoacidos glucogé
nicos, tactato, glicerol, piruvato, intermediarios del ciclo tricarboxi_
lico, etc. .Por extensién se aplica también esta denominacibén a la sinte

sis de glucosa a partir de otros az(cares.

Es un proceso ampliamente distribuido en célu_
las de diversos origenes y niveles filogenéticos distintos. En los orga
nismos superiores, la sintesis de glucosa tiene lugar en el higado y en
la corteza renal. Del adecuado funcionamiento de este proceso en es -
tos organos depende en gran parte el mantenimiento de los niveles de
glucosa en sangre en muchas circunstancias fisiolbégicas. Teniendo en
cuenta que la glucosa es el combustible metabblico esencial para las -
células del sistema nervioso central y los eritrocitos, la importancia
del proceso es indudable. Por este motivo, en los Ultimos afios han -
aparecido en la literatura bioquimica una serie de revisiones bibliogréa
ficas sobre gluconeogénesis entre las que cabe destacar las efectuadas
por M.C. Scrutton y M. F. Utter ( 1) y por J.H. Exton (2). Dado que -
en nuestro departamento el tema ha sido también ampliamente considera

do por los doctores L. Sanchez Urrutia (3 ) y J.P.Garcla Ruiz (4 ) ,
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limitaremos nuestra labor a resumir los aspectos més esenciales
de dichas revisiones en lo que concierne a los aspectos generales
de la gluconeogénesis, ampliando sin embargo aquellos aspectos -
~inhibidores especialmente- que estan mis estrechamente vincu-

lados a nuestro trabajo.

El esquema metabblico de la gluconeogénesis
es similar en todos los origenes salvo ciertas particularidades es-
pecificas. En todos los casos, la via principal implica la reversidn
de la glucolisis salvando las reacciones irreversibles de este pro-
ceso por reacciones catalizadas por enzimas caracteristicos. La -
formacidn de los precursores gluconeogénicos que ingresan en la -
via principal adopta caminos metabblicos distintos segin sea su ori-

gen.

En el caso de los organismos superiores la
via gluconeogénica comporta la conversibén de precursores en acidos
dicarboxilicos tetracarbonados, siendo especialmente importante la
significacién fisioldgica del paso de lactato a oxalacetato, y la con-
versibn de oxalacetato en glucosa, proceso que incluye la reversién
de la glucolflsis.

(ver esquema pag. sig.)
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Glucosa
Glucosa-6-fosfato
Fructosa-6-P

Fructosa 1, 6-difosfato

Triosas fosfato «— 0—Glicerofosfatoe«—Glicerol

Alanina
Fosfoenol iruvato .
P Serina
Piruvato == L.actato
Oxalacetato
Malato
Fumarato ol.—cetoglutarato
Succinato :
Citrato
. Glutamato
Valina
. Histidina
Isoleucina
. Prolina
Treonina
Arginina

Propionato

VVfas Metabblicas de ia gluconeogénesis a partir de distintos precursores.
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Aunque existen ligeras variantes en las ca-
racterfsticas de las enzimas de acuerdo con la naturaleza de las cé
lulas gluconeogénicas, las reacciones de la via glucolftica cataliza_
das por la piruvato cinasa (PK), fosfofructocinasa (PFK) y hexocina
sa-glucocinasa (HK-GK) son sustituidas por sistemas gluconeogéni-
cos especlficos: Piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxici-
nasa (PC y PEPCK), Fructosa difosfatasa (FD‘P asa) y Glucosa 6
Fosfatasa (G6P asa):

/(:Iucosa \

G6P asa HK-GK

Glucosa 6P

/’Fr‘uctosa GP\

F 1 6 difosfatasa PFK

\ Fructosa 1-6-d P

. _
PEP . Tosainmeay

PEPCK PK

OAA Piruvato
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Estas vias metabdlicas gluconeogénicas estan
bien establecidas en animales superiores pero quedan algunos proble
mas por resolver, especialmente en el caso de la formacidn de precur
sores a partir de aminoacidos. Asl, por ejemplo, Veneziale ha postula
do que la gluconeogénesis a partir de piruvato no transcurre solamen-
te a través de la PC y PEPCK ( 5, 6 ), mientras que Wagle sugiere -
un camino alternativo para el proceso, especialmente operativo en dia-
betes, que implica la carboxilacién del 2-oxoglutarato y reversion -
parcial del ciclo tricarboxflico ( 7 ). Por otra parte, Rowsell y col.
proponen la existencia de una via gluconeogénica a partir de glioxilato,
basandose en la existencia de una glioxilato alanina - transaminasa muy

elevada en el periodo neanatal e inducible por glucagén ( 8, 9 )

Clucosa
B 2PGA
Glicerato PEP &— OAA
Hidroxipiruvato Piruvato
Serina

Glicocola

Glioxilato



1.1.2.- Regulacidén de la gluconeogénesis

El funcionamiento del proceso gluconeogénico
- - - 4
requiere el trabajo integrado de todos los organulos celulares de las
célftas gluconeogénicas y en |los seres superiores, de una suplemen-
tacidn hormonal. Es por tanto un proceso muy controlado, ya que - -
estd implicado en la homeostasia glucémica y porque su via metabdli-
ca contiene pasos que suponen la reversibn del proceso inverso, la

glucolisis.

1.1.2.1.- Regulacibén a nivel de actividades enziméaticas

En las situaciones en que la gluconeogénesis
es operativa, las relaciones intr‘acell.,llar'es ATP/ADP, NADH/NAD y
Acetil CoA/CoA son altas; esto hace que la primera encrucijada me-
tabdlica a nivel de piruvato se resuelva a favor de la sintesis de OAA
ya que el Acetil CoA inhibe a la piruvato deshidrogenasa competitiva-
mente respecto al CoA (10 ), mientras que la relacién NADH/NAD -
actua en virtud de la ley de accidn de masas sobre esta reaccibén, y la
ATP/ADP alta favorece la PC a la vez que actua sobre el ciclo tricar-
boxflico inhibiendo en su conjunto (1 1,12 ). (Véase el esquema de la -

pag. siguiente).
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Igualmente la segunda encrucijada metabblica
a nivel de OAA se desvia a la produccién de PEP debido a que el -
ATP inhibe a ta Citrato sintasa (CS) (13, 14) y decrece la actividad
del ciclo tricarboxflico ya que la fosforilacibén oxidativa es a su vez

regulada por ATP.

La formacién del PEP con fines gluconeogé-
nicos implica la inactivacién de la PK, cuya actividad Ifevarfa a un
reciclaje inGtil con el resultado neto de una accién ATP-asica; sin
embargo, las propiedades alostéricas de las isoenzimas hepéatica y
renal son adecuadas para evitar el reciclaje, ya que son inhibidas
por alanina y ATP (15,16 ) y dependen de fructosa difosfato (' FDP)
para su actividad a bajas concentraciones de sustrato ( 17,18). Por
ello, aun sin variar los niveles de ATP, el decrecimiento en la con-
centracién de FDP propia de la gluconeogénesis ( 79 ) podria expli-

car la inactividad de la PK ( 20).

Las concentraciones de FDP en hfgado no son
sin embargo, suficientemente pequefias alin en condiciones gluconeogé
nicas. No obstante se ha postulado que una parte considerable de FDP
puede estar ligada a otras enzimas, aldolasa sobre todo ( 21 ) y que
una parte considerable del total puede estar tambi én en las células

no parenquimatosas del hfgado ( 22).
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Mientras que la sintesis de fructosa difosfato
a partir de fosfoenolpiruvato transcurre por reversibn de la gluco-
lisis, la formacidn de fructosa 6 fosfato a partir de fructosa difos-
fato requiere la catalisis de la fructosa difosfatasa y la inactivacion
paralela de la fosfofructocinasa. Las concentraciones relativas de
ATP, AMP, citrato y fructosa difosfato juegan un papel muy impor-
tante en el control de ambas enzimas ( 23 ). La alta afinidad de i{a
fructosa difosfatasa por su sustrato le permite funcionar a gran -
velocidad con concentraciones muy bajas de sustrato. En cambio,
la enzima es inhibida por exceso de fructosa difosfato, siendo ade-
més este mismo metabolito activador de la fosfofructocinasa (24)

y de la piruvato cinasa ( 17, 18 ).

La etapa final de la gluconeogénesis es la con-
versién de glucosa 6 fosfato en glucosa, catalizada por la glucosa
6 fosfatasa. En tejidos hepéaticos, la actividad de la glucocinasa -
requiere grandes concentraciones de glucosa (25-28) mientras que
Ja glucosa 6 fosfatasa es inhibida competitivamente por sus produc-
tos de reaccidn (29-30). Si a esto unimos su diferente localizacibn,
el reciclaje de la glucosa no es probable. En el rifibn, que contie~
ne mayor proporcibdn de hexocinasa, no tiene lugar la accidn conjun-
ta de ambas enzimas, debido probablemente a la inhibicién de la hexo-

cinasa por glucosa 6 fosfato ( 31 ).

La eficacia del proceso gluconeogénico necesita,
de acuerdo con las circunstancias que se precisan para el funciona-
miento neto de los sistemas enziméticos implicados, el trabajo inte-
grado de los diferentes compartimentos celulares (mitocondrias, ci-

toplasma y microsomas), asi como un intercambio coritrolado, a través
b ?
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de los intermediarios comunes, entre sistemas metabblicos tales
como la fosforilacidon oxidativa, ciclo cltrico, glucollsis y oxida-
cidn de 4cidos grasos ( 32 }. Este Gltimo proceso es fundamental
dentro del cuadro metabblico a que aludimos, ya que contribuye
mayoritariamente al! suministro de la energfa necesaria para la
gluconeogénesis y aumenta las relaciones ATP/ADP, NADH/NAD,
y Acetil CoA/CoA hasta los niveles adecuados para la sfntesis -

en glucosa.

Por otra parte la alta actividad de la adeni-
lato cinasa hepética tiene una importante repercusién sobre el -
funcionamiento alternativo de la glucollsis y gluconeogénesis, al

relacionar asfl las concentraciones de los adenimuclebtidos:
ATP 4+ AMP  —————epp 2 ADP

con el consiguiente efecto sobre las actividades de la PFK,PC y

FDP asa (32).

1.1.2.2.- Regulacidn por ios productos finales

Como ocurre en otras vias anabblicas, la -
gluconeogénesis se halla regulada por el efecto inhibidor de un
producto terminal- glucosa o glucégeno— sobre . algunas de sus -
etapas iniciales especificas. E! papel represor de la glucosa so-
bre la PEPCK ha sido establecido en orfgenes microbianos (33

34 ) y en el protozoo ciliado Tetrahymena pyriformis( 35 )
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En animales superiores existen varios pro-
blemas no esclarecidos atin. En perfusién el poder regulador del
hfgado para utilizar la glucosa o sintetizarla de acuerdo con la
presencia o ausencia de azlicar en el medio (36-38) sugiere una
regulacidn por glucosa. Sin embargo, Ross y col. ( 39 )y -
Exton y Park ( 40 ) no han hallado alteracidén de la gluconeogéne-
sis hepafica a partir de lactato por adicidén de glucosa al medio
de perfusién. En rifidn se ha descrito un efecto directo de la glucosa

sobre la gluconeogénesis ( 41 ).

Por otra parte existe una relacidn inversa sig
nificativa entre los niveles de glucosa sanguinea y los de la PEPCK
con un coeficiente de correlacidn de -0, 41 en ratas adrenalectomi-
zadas ( 42 ). La glucosa reprime a la enzima 'in vivo!' tanto en ra-
tas alimentadas ( 43 ) como sobre todo en animales ayunados ( 44 ),
La fructosa y glicerol tienen el mismo efecto represor que la gluco-
sa en ratas ayunadas, mientras que el efecto de la galactosa y la ri-
bosa es mucho menor. Sin embargo, todos estos azlicares producen
gluc(:'»geno, lo que no parece apoyar la existencia de una estrecha -
relacién metabblica entre la enzima y el poliésido ( 45 ). Dado que
la galactosa y la ribosa no son metabolizadas perifericamente pare-
ce pr‘obable que el efecto represor de la glucosa se realice a través
del metabolismo periférico. Otra circunstancia que apoya esta hipb-
tesis es la atenuacidn por 2-desoxiglucosa de la represidon debida
a glucosa o glicerol. En efecto, la 2-desoxiglucosa impide la forma_
cibn de glucbdgeno mlscular pero no hepéatico, es decir, se compor-

ta como un inhibidor del metabolismo periférico.
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Treadows y Khairallah ( 46 ) han estableci-
do una clara relacidn entre la represién por glucosa de la PEPCK
y los niveles de AMP cfclico. En las células hepéaticas la repre -
sién por glucosa de la PEPCK se puede impedir con la admcmstra—
cidn paralela de AMP clclico, lo que relaciona ambos fendmenos.
L.a accidn represora de la glucosa en este caso tiene lugar a ni-
vel post-transcripcional, ya que dicha accibén se impide por -

cicloheximida ( 46 ).

La capacidad gluconeogénica hepatica depen-
de también de su contenido en glucbégeno ( 47 ) aunque no parece '
existir un paralelismo entre el decrecimiento de los niveles de glu-
cégéno y la cabacidad gluconeogénica. Una vez agotada la reservé
de glucbgeno la respuesta gluconeogénica es rapida, sugiriendo -
que se trata de una accidén sobre la actividad de las enzimas y no

de fendbmenos de induccibn.

LLos trabajos realizados en nuestro Departa-
mento ( 3 ), han puesto de manifiesto que la PEPCK se estimula
en higado perfundido de rata cuando los niveles de glucosa circu-
lante son suficientemente bajos. Este incremento se impide por -
tratamiento previo con cicloheximida lo que demuestra que se debe
a fendbmenos de induccidén. La adicidn de imidazol al medio de per-
fusidén bloquea igualmente el incremento de la actividad enzimética
ensayable lo que sugiere un papel mediador del AMP clclico en la
induccibn. Efectivamente, el aumento de la actividad de la enzima

es paralelo al aumento de las concentraciones intrahepéticas del
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AMP cfclico en condiciones "hipoglucémicas" ( 48 ). Este hallaz-
go no invalida el bien establecido esquema del control hormonal de
la glucemia, pero se trata de un mecanismo regulador que podria
operar presumiblemente en ciertas condiciones patolbgicas y que
presenta un evidente interés evolutivo. Por otra parte se ha de-;
mostrado que en hfgado perfundido no existe ningln tipo de rela-
cién entre los niveles de gluco/geno y la actividad de la PEPCK

lo que parece sugerir que las relaciones recfprocas que exhiben
estos valores '"in vivo' se deben a influencias hormonales. Pa-
rece también, muy probable que ambos fenbmenos no sean inter—

dependientes sino que estén ocasionados por un estfmulo comQn.

1.1.2.3.- Regulacién por concentraciones enzimaticas

Esta bien establecido que la PC, PEPCK vy
glucosa 6 fosfatasa se incrementan en ayuno y vuelven a decrecer
al restablecerse el equilibrio nutricional ( 49-33 ), mientras

que la fructosa difosfatasa disminuye con el ayuno ( 49,34,35 ).

Estas enzimas también se elevan en diabetes
y disminuyen al tratar con insulina ( 56 - 39 ) elevandose -
igualmente por la administracién de glucocorticoides ( 59-63 )
Después del hallazgo de la glucocinasa y su induccidn por insulina
( 64,65 ), Weber postuld la higbtesis de que las reacciones clave
de la glucollsis y de la gluconeogénesis pudieran depender de uni-
dades genéticas funcionales inducidas y reprimidas respectivamen-
te por insulina. Las enzimas gluconeogénicas serian inducida‘s -

ademéas por los corticoides ( 66 ). Esta hipbétesis fué confirmada
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por el hallazgo de la induccién por insulina de la PK ( 67-69 ) y de
la fosfofructocinasa (70 ), si bien se han observado también varia-
ciones no coordinadas de estas enzimas por efectos nutricionales

(71 )a

En lo que se refiere a la PEPCK, la sensibili-
dad a la induccién es exclusiva de la fraccién soluble. La fraccidn
mitocondrial de hfgado de rata no responde a estfmulos nutriciona-

les ni hormonales ( 53 ).

1,1, 2, 4.~ Regulacién hormonal de la gluconeogénesis

Este tema ha merecido la atencién de numerosos
investigadores, siendo los datos bibliograficos extraordinariamente
cuantiosos y, en algunas circunstancias contradictorios. Efectiva-
mente, el espectro de la actuacidén hormonal es muy variado y los -
estudios realizados en este campo estan sujetos a las inconvenien-
cias que plantea la complejidad de todo proceso caracterizado por

maltiples interrelaciones tisulares.

En la accibén de las hormonas glucocorticoides
estan involucrados los tejidos periféricos que suministran al hfgado
precursores gluconeogénicos y acidos grasos cuya degradacidén su-
ministra energfa al tiempo que favorece que estos precursores sigan
la via gluconeogénica ( 72). Seglin Weber estos acidos grasos actuan
como potentes inhibidores de las enzimas claves de la glucollsis, -

IDH y fumarasa del TCA y de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y
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6 fosfogluconato deshidrogenasa de la via de las pentosas, mien-
tras que no parece afectar a las enzimas especfificas ni bifuncio-
nales de la vfa gluconeogénica (73,74 ). En cambio los trabajos
recientes de Parviny Dakshinamurti sugieren que esta mbltiple
inhibicién carece de significado fisioldgico ya que tanto los aci-
dos grasos de cadena larga como sus derivados activos (acil CoA)
son capaces de inhibir a las enzimas gluconeogénicas de una for-

ma analoga a la descrita para las enzimas glucolfticas (75 ).

Como hemos indicado anteriormente , la admi-
nistracién de glucocorticoides origina un fuerte incremento en la
concéntracidn hepatica de las enzimas lave de la gluconeogénesis
registrandose también un aumento en la cantidad de algunas enzi-
mas bifuncionales ( 76, 77 )y de ciertas transaminasas ( 78,

79 ). Seg(in ha propuesto recientemente Dunn ( 79 ), los gluco-
corticoides parecen también actuar sobre la permeabilidad hepati-
ca a la alanina, principal aminoicido implicado en la gluconeogéne-
sis como pr;ecur*sor extrahepéatico { 80,81 ). El mismo autor ha
subrayado que este efecto no es cuantitativamente importante en -
condiciones normales, y que la accidn de las hormonas gue tiznen
una funcidn limitante para la gluconeogénesis se produce a nivel
periférico, como resultado de su estimulo sobre el catabolismo -
protéico y el consiguiente flujo acrecentado de precursores gluco-

neogénicos hacia el hfgado.

La bien establecida accidn antagbnica de las -
hormonas pancrééticas sobre el metabolismo del glucogeno (82, 83 )
y la lipolfsis ( 84,85 ) se manifiesta igualmente sobre la gluconeo-

génesis. Asl la formacibn de glucosa a partir de piruvato o lactato
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en higado perfundido de rata es incrementada por glucagbn y decre-
cida por insulina ( 86-89 ), mientras que el glucagbn parece tener
poco efecto sobre la gluconecgénesis a partir de dihidroxiacetona,

glicerol o fructosa. (90, 91)

Los efectos del glucagon y de la adrenalina se
han atribuido a su capacidad de activacién de la lipasa hepéatica ~
que estarfa a su vez condicionada por las concentraciones de &cido
adenflico clfclico, a cuyo nivel interaccionan glucagon, adrenalina
e insulina ( 85, 92, 93 ). Ademé4s, la administracibén de glucagon
provoca la induccibén de algunas enzimas, especialmente la PEPCK
{ 59 ). Esta induccidn se produce como resultado del incremento
en la concentracidn de AMP clclico, siendo esta una nueva perspecti-
vla en la accidn fisioldgica de este nuclebdtido ( 94-96 ) que actua -
normalmente por fenomenos no inductivos. Se explica asi la inefec—
tividad del glucagon en estimular la gluconeogénesis a partir de -
fructosa y glicerol, sustratos que entran por encima de la reaccibén

catalizada por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa.

V3 - . /
Ademés de su accibn antagbnica con el glucagon,

la insulina ejerce una accidn represiva general sobre las enzimas
Ilave de la gluconeogénesis ( 56 - 59 ) mientras que estimula la

formacidén "de novo'! de las enzimas |lave de la glucolisis ( 97 — 99 ).

El efecto de otras hormonas sobre la gluconeogé-
nesis es poco conocido. Podemos consignar que {a hormona paratiroidea
estimula especificamente la gluconeogénesis renal (100, 101) mientras
que la hormona del crecimiento lo hace sobre la gluconeogénesis hepa

tica a partir de aminoéacidos ( 102).
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1.1.2.5. - Consideraciones finales sobre la regulacién de la gluco-

neogénesis.

Los trabajos de Krebs y col. ( 39 ) y de Exton y
col. ( 40 ) en hfgado perfundido de rata, muestran que la etapa li-
mitante de la gluconeogénesis a partir de piruvato o lactato esta si-
tuada por debajo de las triosas fosfato. Por otra parte, existe una
estrecha relacidn entre la actividad de la PEFCK vy la gluconeogé-
nesis renal y hepéatica. La paralela inhibicién de la actividad de la
PK en situaciones gluconeogénicas esta de acuerdo con el papel li-
mitante de la PEPCK siendo esta inhibicibén el principal factor ace-
lerante de la gluconeogénesis a partir de piruvato en condiciones
de ayuno { 103 ). Por otra parte se ha demostrado que la gluconeo-
génesis a partir de lactato en hfgado perfundido es tanto méas alta
cuanto mas baja es la relacibén PK/PEPCK medida después de la -~

perfusidn ( 104).

La formacidn de fructosa 6 fosfato a partir de -
fructosa difosfato constituye otra etapa limitante de significado méas
general. Starty Newsholme han sugerido que el principal responsa-
ble de esta interconversion es la propia concentracidén de fructosa
6-fosfato. Este metabolito es capaz de reducir la inhibicién de la -
PFK por ATP por lo que su disminucibdn en ayuno seria enormemen-
te significativa ( 54 ). De hecho, el funcionamiento de los '"clclos
inutiles! en la vla gluconeogénica parece ser un factor de extraor-—
dinaria importancia en la regulacidn del proceso en general ya que al
determinarse el gasto energético real de la gluconeogénesis en dis~
tintas condiciones se han encontrado valores superiores a los teb-

ricos relacionados con la velocidad en la sintesis de glucosa ( 105 ).
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1.1.3. - Condiciones fisiolbgicas de la gluconeogénesis hepética y

renal.

Una de las situaciones fisiolbgicas en la que se
incrementa la gluconeogénesis tanto hepética como renal es la que
se origina cuando la dieta es pobre en glGcidos ( 39, 47, 106 ).
En todos los casos, !a sustitucién de la fraccién glucfdica debe rea-
lizarse por una cantidad proporcional de protefna. Cuando‘los reque
rimientos calbricos son satisfechos por Ifpidos, la capacidad gluco-

neogénica no varfa de forma apreciable ( 107 ).

Durante el ayuno se produce un estfmulo de la -
gluconeogénesis fundamentalmente a partir de aminoacidos. Sin em-
bargo, la velocidad de la gluconeogénesis a partir de éstos es menor
gue a partir de piruvato o lactato ( 40, 108 ). El ayuno aumenta tam-—
bién ta capacidad gluconeogénica del rifibn aungue no tanto como la

dieta pobre en gluéidos ( 106).

La exposicibn al frio estim{ila asimismo el pro-
ceso gluconeogénico, tanto en hfgado como en rifidn. El incremento
es paralelo al intenso trabajo mlscular que lo acompafia, lo que -
pone de manifiesto que la sintesis de.glucosa tiene por objeto pro-

veer al mlsculo del combustible energético necesario (109, 110).

Una situacidn metabblica en la que aumenta la -
capacidad gluconeogénica de la corteza renal -con aumento para-

lelo en la actividad de la PEPCK- sin que se aprecien variacio-
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nes en el comportamiento hepético, es la acidosis metabblica indu-
cida, por ejemplo, por ingestién de cloruro amdnico (111,112 ).
Este aumento contribuye de una manera importante a la mayor ex-—
crecidn de amonio urinario y, por tanto, al restablecimiento del
pH a los valores fisioldbgicos. El comportamiento hepéatico en rela-
cibn a la acidosis es totalmente distinto al del rifidn, tanto en lo
que se refiere a la PEPCK ( 113) como al proceso gluconeogénico

(114),

La influencia del pH en la gluconeogénesis renal
ha sido evidenciada por Bowman en rifdn perfundido de rata ( 115 ).
un pH relativamente bajo en el medio de perfusidon favorece la gluco-
neogénesis a partir de sustratos gue entran a través del oxalaceta-
to. En cambio ello no ocurre asl a partir de fructosa y glicerol, lo
que parece indicar que el efecto de la acidez se realiza a nivel de

ta PEPCK.

Una situacidn fisiolbgica en la que existe un mar-
cado funcionamiento de la aluconeogénesis es el ejercicio muscular,
siendo el lactato y la alanina los principales sustratos gluconeogénicos
implicados ( 116 ). El efecto del entrenamiento sobre la gluconeogé-
nesis ha sido descrito por Krebs en corteza renal de rata ( 117 ).

El entrenamiento ffsico causa un sustancial incremento en la capaci-
dad gluconeogénica de este tejido, casi tan alto como el producido por
una dieta pobre en gllcidos. Por otra parte, los trabajos realizados
en nuestro Departamento indican que el ejercicio agudo estimula la ac-
tividad de la PEPCK y de la capacidad gluconeogénica renal, estando
vinculado probablemente dicho efecto a la acidosis lactica concomitan—

te al ejercicio ( 3, 4, 118, 119).
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Parece pues, bien establecido que la gluconeogé-
nesis renal tiene una importancia comparable a la hepéatica, aunque
en cada drgano el proceso se regula en parte por mecanismos dife-
rentes. Ambos tejidos parecen contribui/r‘ de forma semejante al -
mantenimiento de los niveles de glucosa sanguinea ya que aunque el
peso del rifidn es considerablemente menor que el del higado, la ca-
pacidad gluconeogénica es semejante y el flujo de sangre que llega

a la corteza renal es muy elevado. ( 120 ).

1.1.4. - Gluconeogénesis en otros tejidos

Aunque el principal camino para reconvertir en
glucbgeno el acido lactico producido por la actividad muscular es
la gluconeogénesis hepética y renal, recientemente ha sido demos-
trado que este proceso tiene lugar en parte en el propio mUsculo.
Sin embargo la gluconeogénesis muscular es muy poco activay -
esti restringida al msculo blanco ( 121 ). Este tejido contie-
ne solo cantidades muy pequefias de piruvato carboxilasa{ 122 ),
y glucosa 6-fosfatasa, siendo en cambio més rico en fructosa difos-
fatasa ( 123, 124 ). Recientemente se ha encontrado también -
fosfoenol-piruvato carboxicinasa ( 123, 125 ) y enzima méalica ( 125), -
sistema este Gltimo que puede suplir la falta de piruvato carboxilasa.
Todas estas enzimas parecen estar implicadas, por tanto en la sin-
tesis de glucbégeno por el mlisculo a partir de lactato. Aunque la ca-
pacidad gluconeogénica sea pequefia (7% de la hepatica), la masa -
muscular es muy grande por lo que el proceso debe ser tomado en -

consideracion { 125 ),
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Las células de la mucosa intestinal de rata con-
tienen también muy poca piruvato carboxilasa y glucosa 6 fosfatasa,
pero los niveles de fosfoenolpiruvato carboxicinasa y fructosa di-
fosfatasa son mas importantes (126 ). El trabajo conjunto de estas
dos Gltimas enzimas podrfa hacer funcionar la gluconeogénesis si
hubiera oxalacetato disponible. Por lo menos podrfan proporcionar
glucosa 6 fosfato a partir de aminoacidos y glicerol, Seglin Ander-
son ( 126).. las células de las mucosa intestinal de cobaya contienen
cantidades apreciables de las cuantro enzimas gluconeogénicas, lo
que significa la posiblidad del funcionamiento gluconeogénico completo
desde lactato y piruvato hasta glucosa. No se conoce adn el signifi-

cado de la gluconeogénesis en este tejido.

La presencia de fructosa difosfatasa y fosfoenol-
piruvato carboxicinasa ha sido sefalada también en la glandula mama-

ria de bbdvidos, aunque su significado tampoco esta claro (122 ).

La gluconeogénesis cerebral es muy poco impor-
tante (128 ) existiendo las correspondientes enzimas gluco-

neogénicas en muy pequefia cantidad ( 128, 129).

También se ha descrito recientemente actividad
gluconeogénica en la vejiga urinaria de sapo, tejido muy similar al
gue constituyen las nefronas distales de mamiferos (130 ). De for-
ma semejante a lo que ocurre en el caso de la corteza renal, la aci-
dosis extracelular influye en la gluconeogénesis de este tejidoa -
partir de sustratos como lactato, piruvato u oxalacetato y no a par-
tir de dihidroxiacetona. Sin embargo no hay aumento en la produccidn
de amonio en estas condiciones y la glutamina no es utilizada como
sustrato gluconeogénico. Por ello el posible papel regulador de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa en estas células no esti suficiente-

nte establecido.
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de amonio en estas condiciones y la glutamina no es utilizada como
sustrato gluconeogénico. Por ello el posible papel regulador de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa en estas células no estéa suficien-

temente establecido.

1.1.5.— Métodos de estudio de la gluconeogénesis

Tradicionalmente han venido utilizandose dos -
métodos para estudiar el proceso gluconeogénico: animales pancrea-
tomizados o tratados con flor;dzina y la perfusién del hfgado de ani-
males sin tratar. En el primer caso puede medirse el rendimiento
en glucosa a partir de precursores variados ( 131 ). El higado aislado,
especialmente de animales de laboratorio relativamente grandes, es
un método que permite determinar la gluconeogénesis en animales no
diabeticos ( 132). Como ha sefialado Krebs (133), "estos métodos -
han conducido al establecimiento del balance de la conversidon de -
sustancias no glucfdicas en gllicidos, pero son de un empleo muy li-

mitado en el estudio del metabolismo intermediario y del control me-

tabblico.

El uso de precursores marcados como sustratos
de la gluconeogénesis ha permitido el estudio del proceso en animal
entero, sin necesidad de recurrir a tratamiento alguno. Ello supone,
evidentemente, un paso importante en la metodologla a la que nos refe-
rimos aunque presenta la desventaja de que es dificil distinguir las
aportaciones relativas de los distintos b6rganos gluconeogénicos. A
este respecto la perfusién hepitica es de gran valor, puesto gue es-

pecifica perfectamente la contribucidn del higado a la sintesis de glu

50



cosa. En general, los valores de g!uconeogénesis determinados por
esta técnica en hfgado de rata son sensiblemente superiores a los
que se obtienen con cortes de tejido hepético (87 ). En cambio para
la medida de la gluconeogénesis renal, la perfusidén (115,134 ) no
aporta ventajas sustanciales a las del estudio en cortes de tejido,

que sigue siendo la técnica de eleccidn, dada su sencillez (106 ).

Los estudios del proceso gluconeogénico no pue-
den limitarse a la determinacibén de las velocidades con que uno u -
otro sustrato se transforman en glucosa y a la investigacidén de las
circunstancias que pueden influir en cada caso. Para conocer con
mas detalle las modalidades metabblicas de la gluconeogénesis y de
su regulacidn hay que recurrir al empleo de otras técnicas bioqui-
micas especialmente a la determinacidn de los activadores enziméati-

cos y de las concentraciones de los metabolitos intermediarios.

1.2. - ESTUDIO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS DE LA GLUCONEO

GENESIS.

Teniendo en cuenta el interés fisioldgico de la -
gluconeogénesis y la complejidad de su regulacidn, el estudio ue la
naturaleza de los sistemas reguladores es una tarea importante tanto
para el interesado en el conocimiento tebrico de mecanismos funda-
mentales como para el que busca medios méas eficaces contra los -
desordenes metabblicos tales como la diabetes. Por ello no es extra-

fio que existan amplias referencias bibliograficas sobre el empleo de
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inhibidores especificos de la gluconeogénesis, inhibidores que se
han revelado en muchos casos como excelentes medjos de estudio

de este proceso.

1.2.1.- Triptofano y &cido quinolfnico

El 1966, Foster y col. (135 ) encontraron que
el triptofano causaba un incremento en la actividad de la PEPCK
hepética. Este rapido incremento no era resultado de sintesis -
""de novo! de la proteina sino que representaba una activacién de
la enzima presente ( 136 ). Sin embargo, este incremento en la
actividad enziméatica no iba acompafiado por una subida paralela
en la velocidad de la gluconeogénesis, sino que, de hecho, el -
triptofano inhibfa la gluconeogénesis inducida por hidrocortisona

(136 ).

La medida de las concentraciones de varios me~
tabolitos intermediarios gluconeogénéticos en higado de ratas tra-
tadas con triptéfano demo straba que piruvato, lactato, citrato, -
malato, aspartato, y oxalacetato aumentaban considerablemente, -
mientras que PEP, 2PGA y 3PGA y hexoxas monofosfato disminu-
yen de forma apreciable en comparacién con las concentraciones -
normales de estos metabolftos (137). Parecla por tanto, que el -
bloqueo de la gluconeogénesis ocurrfa.a nivel de la reaccion catalj
zada por la PEPCK, enzima que aparentemente era activado por la

administracién de triptofano ( 135 ).
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Los estudios realizados con hfgado perfundido
de rata demuestran que no solo el triptofano, sino también los -
productos metabblicos de su degradacion, L-cinurenina, L-3hi-
droxicinurenina, acido 3 hidroxiantranilico y acido quinolinico -

son capaces de inhibir la gluconeogénesis ( 138 ).

L - Triptofano

'

N- Formil-L.=Cinurenina = Acido antranflico

——

L- Cinurening e Acido CinuUrénico e A. Quinaldico
L-3 Hidroxicinurenina ————a» Acido Xanturenico
3 —-Hidroxiantranilato

'

Acido quinolinico —» —& —e -+ NAD cmeem--=-Acido Nicotlnico.

Puesto que el acido quinolinico es el méas efecti-
vo de estos compuestos y solo él puede inhibir la actividad PEPCK
in vitro" se puede concluir que es éste el verdadero inhibidor, mien-
tras que los otros metabolitos del triptofano sblo son activos por su

capacidad de conversibn en acido quinolfnico. El &cido nicotfnico y



otros compuestos derivados metabolicamente del triptofano no son
activos. El &cido quinaldico inhibe la gluconeogénesis pero por -

otros mecanismos.

Los estudios llevados a cabo para el conocimiento
del mecanismo de inhibicién del acido quinolinico muestran que este
compuesto no ejerce inhibiciébn "in vitro! cuando se agregan iones
Mn' como efectores de la reaccién mientras que la inhibicidn es
muy fuerte cuando se utilizan iones Fe'™ como efectores. Ello sugiere
que los efectores metalicos naturales son los iones ferroso, actuando
el quinolinato retirando estos iones necesarios para la actividad en-

zimatica ( 139 ).

1.2.2. - Hidrazinas

La hidrazina, monometilhidrazina y dimetilhidra-
zina se conocen desde hace tiempo como agentes con poder hipoglu-
cemiante ( 140 ,141). La administracién de hidrazina a ratas produce
una elevacidn en las concentraciones de malato y OAA y un decreci-
miento en las concentraciones de los intermediarios fosforilados de
la gluconeogénesis. Estos hechos indican que su inhibicidn "in vitro!
es a nivel de la PEPCK, aunque esta inhibicién no ha sido todavia -

estudiada con detalle.

Estudios recientes llevados a cabo por Ros y col.
(142 ) muestran ademés un efecto inhibidor de la hidrazina sobre las
transaminasas, lo que parece indicar que son ambos efectos los res-~

ponsables de su accibén hipoglucemiante.
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2142, 3= Acido guinaldico y derivados del Ac¢ido indol carboxilico.

' Véhé"zi‘ale y col. (138) ehconfli:a:r'ibﬁ%"que el acido

ST i e

qdinaldlco!era capaz de mhibm Ia gluconeogenests en hfgados de
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sy .
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dos mhlbldos por acido quinaldico, presentaba una gran diferencia

con Ios que se obser-vaban en hfcados tratados con Acido qumolfmco

Durante el curso de estos estudios, Baumany -

g

“col. encontraron Ia acltwdad hlpoclucemlca del acndo 5 metoxi-indol-

2 CanOXIlICO (MICA) Tanto el acudo qumaldlco como el MICA presen—

tan un slmllar mecanismo de mhlblcnon siendo este Gltimo mAs ‘efec—

o s

’ tlvo ( 144 )

La administracisn de aéidé quinaldico o MICA, -

hace que la concentracibdn de plruvato hepatlco se eleve hasta valo-
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res de 66 veces Ia concentramon nor‘mal De ‘esta forma, la razbdn
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Debido a que los &cidos grasos son capaces de
regenerar el poder reductor en el citosol hepatico ( 145), Hanson
y col. estudian el efecto del octanoato sobre la gluconeogénesis en
higados perfundidos de ratas suministrando acido quinaldico o MICA
al medio de perfusibén. Los inhibidores suprimen casi completamente
la formacidn de glucosa a partir de lactato, pero no influye en la -
conversibdn de glicerol o fructosa a glucosa (143 ). La adicidon de -
octanoato al medio de perfusidn restablece completamente la gluco-

neogénesis en higados perfundidos con acido quinaldico o MICA (143 ).

La relacién entre estos inhibidores heterociclicos
y &4cidos grasos ha sido estudiada también en mitocondrias aisladas de
hfgado. Ambos inhibidores, MICA vy 4cido quinaldico, inhiben fuerte-
mente la oxidacién del piruvato, asf como la carboxilacién para for-

mar compuestos de 4 4tomos de carbono.

La adicidén de octanoato 1 mM paraliza ta oxidacidn
del piruvato (146 ), pero restablece casi completamente la utilizacion
de piruvato para la sintesis de malato y citrato ( 143 ). Estos efectos
del octanoato sobre el metabolismo del piruvato en mitocondria aislada
de hfgado suministran una adecuada explicacibn sobre el restablecimien-

to de la gluconeogénesis en higado perfundido de rata.

En lo que se refiere al mecanismo inhibidor del -
MICA vy del 4cido quinaldico, Bauman y Hill ( 147 ) habian encontrado
que estos compuestos inhibian la piruvato y la 2 oxoglutarato deshidro~
genasas y que esta inhibicién se impedfa por &cido lipc i co. Por otra
parte, Reed y Lardy habian encontrado que la mitocondria de higado

aislada acumulaba estos inhibidores, MICA vy 4cido quinaldico, hasta
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concentraciones de 30 veces las que se encuentran en el medio de
suspensidn (148, 151 ). Tanto el octanoato como el 2,4-dinitro-
fenol reducfan esta acumulacidn y revertfan también la inhibicidn
de la oxidacidon del piruvato ( 151 ). Por otra parte la mitocondria
de rifidn no acumulaba en su matriz estos inhibidores, ni compues-

tos que bloqueen las oxidaciones mitocondriales ( 1'51_153)_

£l sitio de inhibicidén tanto del MICA como del -
4cido quinaldico parece ser la lipoil deshidrogenasa ya que el inhi-
bidor acumulado dentro de la mitocondria inhibe significativamente

el enzima aislado de mitocondria de hfgado de rata (151, 154).

Recientemente Schillinger y Loge han probado
una serie de derivados del indol sobre la gluconeogénesis y han en-
contrado que todos ellos se comportan como unos fuertes inhibidores

incluso méas potentes que el MICA ( 155).

A continuacidn realizamos una descripcibén esque-
méatica de los productos més importantes de interferencia del MICA

en el metabolismo glucidico ( 155);
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1.2.4.- Acido 4 pentonéico

E| acido 4 pentenoico, como su analogo quimico,
hipoglicina, inhibe la oxidacion de acidos arasos de larga cadena y
produce una profunda hipoglucemia cuando es administrado a animales
intactos ( 156 }. Sin embargo, el &acido 4 pentenoico incrementa un
poco la utilizacién de glucosa periférica ( 156), siendo al parecer
su efecto primario la inhibicibn de la gluconeogénesis hepética. En~
efecto, el acido 4 pentendico inhibe casi completamente la gluconeo—
génesis a partir de: alanina en hfgado perfundido de rata a una concen
tracidn de 1 mM ( 157). Estudios "in vitro'! con a4cido 4-pentendico
muestran que inhibe la oxidacion de 4cidos garasos de larga cadena
en cortes de piel { 158 ), homogenados de miocardio (156 ) y mito~
condria de hfgado ( 159 ). También se ha encontrado que desacopla la

fosforilacidn oxidativa e inhibe la oxidacidn del piruvato ( 160 ).

Evidencias preliminares indican que la inhibicibn
de la gluconeogénesis tiene lugar entre los sitios donde glicerol y -
aspartato entran en la ruta gluconeogénica. EI decrecimiento en la
velocidad de la gluconeogénesis esth asociado con un decrecimiento
de produccibn de cuerpos ceténicos y un descenso muy fuerte en las

variaciones @—hidroxibutarato/acetoacetato y lactato/piruvatn

Recientemente, estudiando el perfil de metabolitos
hepaticos de ratas tratadas con el inhibidor se observa més precisa-
mente que la gluconeogénesis es inhibida en primer lugar a nivel de -

la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.12) (GAPDH),
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Recientemente, Willianson y col. han concluido que
los efectos inhibidores del acido 4-pentenoico sobre la gluconeogéne-
sis deben interpretarse en términos de alteraciones del control alos—
térico de la piruvato carboxilasa y disminuciébn de la velocidad de pro
duccibn y transporte de equivalentes reducidos sobre la mitocondria

hasta el citosol (168).

IR
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1. 3. - ESQUEMA GENERAL DEL. TRABAJO.

A la vista de los antecedentes bibliograficos expues
tos y los comentarios realizados en la introduccidn, el presente tra-

bajo ha sido realizado bajo el siguiente esquema.

A. - Estudio de efecto "in vitro' de algunos inhibi_
dores especificos de la gluconeogénesis hepética sobre la capacidad

gluconeogénica renal.

B. - Efecto de la administracibén del acido 5 metoxin

do! carboxflico(MICA) sobre la capacidad gluconeogénica hepética.

C. - Estudio del efecto producido por la administra
cidn de MICA sobre la capacidad gluconeogénica de la corteza renal

a partir de varios sustratos.

D. - Efecto de la administraciéon de &cido 5-metoxin
dol carboxllico sobre la actividad de algunos enzimas implicados en

el proceso gluconeogénico de hfgado y corteza renal.

E.- Estudio de las concentraciones de los interme -
diarios metabdlicos de la gluconeogénesis en hfgado y rifidn de ratas

tratadas con acido 5 metoxindol carboxllico.

F. - Efecto de la administracibén de &cido 5 metoxin-
dol carboxflico sobre la glucemia a lo largo del tiempo despues de la

administracidn del inhibidor.
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Il. - PARTE EXPERIMENTAL







1l.- PARTE EXPERIMENTAL

2.1. - MATERIAL

2 1.1. - Especie ensayada

Se ha experimentado cor ratas de raza Wistar
hembras, de pesc aproximado entre 150 y 20C gramos, alimentadas ccr
dieta estandar y suministradas por el servicio de animales de la Uni-

versidad de Granada.

2.1 2 - Material usado en las ciferertes técnicas

Las pesadas se realizaron en Zatanza Mettler

H 20 T (p.méaximo = 160 g * 0,01 mg)

Para la medida del pH se utilizd un pehactimetro

Beckman Expanrdomatic £S-2 (pH = 0, 0CS).

Los ccrtes de corteza renal se realizaron cor un
microtomo manual (A. Thomas Co, Filadelfia, USA) y cuchillas ce -

acero n? 7, 120-D.

La homogerizacibr tisular se realizd ern ur aparato

tipo "Potter! mecanicc (MSE) de pistilo de vidrio sin esmeril="-



Las centrifugaciores en frio a gran velocidad
se realizaror: en las centrifugas refrigeradas MSE (Higk Speed 18)
y BECKMAN J21B. En los deméas casos se utilizd una centrlfuga an-
gular modelo ""Ficcolo! de la firma Martin Christ. Para la agitacionr
de los tubos se empled un agitador Whirlimixer de la firma Fisons
Scientific Apparatus Limited (Inglaterra). Las incubaciones se rea-
lizaror en bafios termostatizados del tipo Tecam Tempunit (Precisior:

+ 0, 12C).

Las incubaciores de los cortes de tejido de cor-
teza renal para la medida de su capacidad gluconeogénica se realiza-

ron er. los aparatos =allenkamp IH-350, y Grant SS30.

La adicidbn ce sustratos y enzimas se realizd -
con micropipetas "EMIL WORKS!" de enrase automéatico por estrancu-

lamiento (Auto Cerc High precisior).

Las lecturas colorimétricas en la zona entre -
440 y 660 nm se realizaron en un fotocolorimetro Bausch-Lombmodelo
Spectronic 20. Las med:das espectrofotométricas a 340 nm se realiza-
rcr er los espectrofotdmetros, Hitachi Perkin-Elmer mod. 139y -
Unican SP 1. 700 cor registro grafico incorporado y compartimento cde

cubetas termostatizado. Se utilizaror cubetas TSL de 1 cm de espesor.
En la técnica del congelado instantaneo se utilizo:

Un vaso Dewar de 25 I. para cortener el nitrégeno Ifquido. Pinzas de

aluminio disefiadas al efecto. Vaso cilindrico cde 10 |. de capacidad -
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para ccrtener el nitrbgeno Ifquido ce uso inmediato en el enfriamien-
to de las pinzas. Vaso Dewar ce 1 litro ce capacidad para las adicio-
nes frecuentes de nitrbégeno liquido a los morteros de porcelana con

pistilos del mismo material.

L.a didlisis del enzima se realizd er tukto espe-

cial tipo Wiskirg Tubing /32.

L os gasecs se han realizado ccr bomboras ce -

carbbgeno (Oz' COZ) (95:5) y CO_ puro.

2
Se ha utilizado sangre humana como fuerte ce -
hematies ccrservadas pcr el espacio de 2-4 semanas a 4°2C en solucidon
anticoagulante citrato-dextrosa Las soluciones anticoagulantes emplea-
das de acuerco con las indicacior.es de la USP vigerte eran ce la marca
ccmrercial Baxter. Los hemraties asi ccnservados poseen capacidad de -

transporte de oxigeno pero no presertan capacidad glucolitica.

La albUmina utilizada en el medio cde perfusibér ha
sido Alblrrina bovina (Fracciér VV, Powder) suministrada por Armour

Pharmaceutical Co, Ltd. Eastbourne, Sussex, Inglaterra.
La perfusidn hepatica se realizd en una cabina -

disefiada al efecto, termostatizada, con una bomba peristéltica (Watsor-

Marlow Limited) y pulmbén de vidrio para el gaseo del medio.
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2. 2. - PRODUCTOS

En la preparacidor: de tampones, soluciones sali-
nas y demés reactivos generales se han utilizado productos PROZUS
(Espafia) y MERCK (Darmstad, Alemania). El hidrato ce hidracina y
el indicador universal interno procedfan de la firma BDH Chem. LTD

(Pocle, Inglaterra). El naranja de metilo cde la firma Merck.

Los sustratos y coenzimas utilizados procedian
de las firmas Sigma Chemical Co. (USA) y Boeheringer (Manrheim, -

Alemania).

Las enzimas fueror. suministradas en general por

Boehringer. La peroxidasa y acido quinolinicc procedian de Sigma.

La heparina procedia de los laboratorios Leo -
(Madrid) vy la ortocianisidina y acido 4-pentenoico procedian de Fluka,

Ab. Bush £. G. Suiza.

El 4cido 5-Metoxindol-2-carboxilico prccedia de -

Aldrich-Eurcpe. Belgica.

El nembutal,cortesla de |os laboratorios ABBOT.
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2.3.- METCDOS

2.3.1.~ Tratamiento de los animales

2.3.1.1.- Acido 5-metoxindol-2-carboxilico {(MICA)

El MICA se administrd en cosis de 50 mg y
200 mg/Kg de peso ce animal, por intubacidon géétrica de 9 m! con
jeringa provista de una canula de plastico y por inyeccidn intrape-
ritoreal de 1 ml. El tretamiento se hizo siempre 3 horas antes del
sacrificio ce la rata. La soluciér de MICA era neutralizada ccn -
Na OH. ‘

2 3.1.2.- Ayuno

[as ratas sometidas a este tratamiento lo es-
tuviercr cdurante 48h, para lo cual se seperatan en jaulas privanco-

les cel alimento pero con libre acceso al! agua. '

2.3.2.- Tratamientos de los tejidos para la determinacibr ce activi-

dades erziméaticas.

2.3.2.1. - Glucosa-6-Pasa

En la determinacibn ce la actividad enzimética
de la gluccsa 6P-asa de hfgado y corteza renal se ha homogenizado
50 mg de tejido fresco exactamente pesados con 2 ml. de tampdn ci-

trato 0, 1 M pH 6,5 er un Potter Elvehjem mecéaricc, vinilo-vidrio -
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en frfo. El homogenizado se filtra por una torunda de gasa. En el
filtrado se determina la correspondiente actividad enziméatica. El .
filtrado mantiene su actividad glucosa-6-Pasa pcor un espacio de 2

horas cuando se conserva €en frfo.

2.3.2.2. - FDP-asa, PEPCK, LDH

En la determinacidén de la fructosa 1-6dP-asa,
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y Jactato deshidrogenasa de hfgado
y ccrteza renal se ha homogerizado 100 mg de tejido fresco pésados con ‘.
exactitud con 1 ml. de tampdn Tris-sacarosa 0,01: 0,25M enun. - ’ . |
Potter—Elvehjem de tipo mecérico, vinilo-vidrio, en frio. El extracto
cbtenido se centrifuga a 38.000 x gy 49 C durante 20 min. En el sobre- ‘
nadante se determinan las actividades de FDP-asa PEPCK y LDH como
se describe en las secciores ccrrespordientes a cada enzima,

2.3.3. - Tratamiento de los tejidos para la determinacibn de metabolitos B

*

Ha sido demostrado gque la concentracion d’e cier-
tos metabolitos varia entre otros motivos con la duracién de taimuerte
del animal, detido a que no se paran los sistemas enziméicos e tnctusa
algunos de ellos se inducen por la sitgacién de estrés producides en
los momer s que preceden inmediatamente a la muerte. Para s‘orp:'r‘en-
der las concentraciones de los metabolitos lo mas cercano posibte -
al estado "in vivo!" se ha empleado la técnica del "con_gelado instanta-

neo!" (169, 170).
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En el "congelado instanténeo! se mata la rata

por dislocacidén cervical. Rapidamente se practica una incisibn abde-
minal y se extrae el hfgado o rifiores que son comprimidos entre dos
placas de aluminio enfriadas en ni‘régeno ITquido. El tiempo transcu-
rrido entre la muerte del animal y la congelacibdn no dete ser superior
a 8 seg. Ei 6rcano congelado se pulveriza en un mortero enfriado con
nitrégeno Ifquido, adiciorando sucesivas cantidades de un vaso Dewar
de 1 litrc durante la pulverizacior para gue todo el proceso se manten-—

ga a la temperatura del nitrégeno {Tquido.

El polvo al que ha quedado recducido el drgano se
pesa por ciferencia en un tubo ce centrffuga, se afiade er. la proporcidn
1:4 P/V acido perclorico al 2% y se homogeniza en un Potter-Elvehjeim

mecéanico, vinilo-vidrio.

El homogenizado se centrifuga a 30.0CC x gy 4°C
durante 10 minutos. El sobrenadante es decantado y se neutraliza cor
KOH al 20%, en frio, hasta pH 3.5 visualizado con el indicador inter-
no naranja de metilo. Se vuelve a centrifugar para eliminar el precipi-
tado .ce .C|O:4K formado. El sobrenadante formado se emplea en la de-
terminacibébnr de los metabolitos. Se corserva'ccngelado y no se debe -
descongelar-congelar mas de una vez.

I
DU
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2.°3./4 .~ Determinadctorasdde-actividades -enzirgaticas

72.:3./4.11.~ [Determinacidon de: la actividad enzimatica de ba ghucosa«

6=fosfatasa.

Lta actividad de la glucosa-<6<fosfatasa se deter -

mina por la cantidad de fosfato liberado enpresencia de glucosa 6P

a pH 6.5y 372C. segln Harper (171).

Glu-6-Pasa

Glucosa 6 P =————eeepn Glucosa ¥ Pi

a) Reactivos
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Molibdato amdnicc

H*) ANSA

Complejo ccloreado -

Tampbdn citrato 0.1 M pH 6.5

Solucidr extemporanea de glucosa 6P al 33%
Acido tricloroacético al 10%

Solucibr estandar de fosfato 5 x 10_4M.

Agente reductor ANSA (4cido 1-amino, 2-naftol,
4-sulfonicc) 0. 56 M.

Homogenado obtenido segln se refiere en ta sec-
cién 2.3.2.1.

Solucidn de molibdato ambnico al 0,36% en medio

sulflrico.




b) Técnica

La reaccibn se realiza en tutos de ensayo dis-
puestos en un bafio a 379C cor agitacion. Es necesario pregarar un
blanco por cada muestra y ur. ciego por cada serie de experiencias.
El homogenado se obtiene segln la seccidon 2.3.2. 1. Los reactivos -

se adicionan en el order y cantidad gue indica el siguiente grctocclo:

Muestra Blance Ciego

Homogenado 0.1 ml 0.1 mi - - =
Tampbr citrato - - - - - - 0.1 mi
Se agitan en el bafio & 372C durante

5 minutos y se afade lo siguiente:

Tampdn citrato - - 0.1 mi - -
Glucosa 6 P 0.1 ml - - = 0.1 ml
Se incuban durarte 15 minutos

exactamente medicos en el bafio con

agitacidor a 379C. La reaccidr se para

por adicibr. ce acido tricioroacético

Acido tricloroacético 10'% 2 ml 2 ml 2 ml

Los tutos se centrifugan a temperatura ambiente
a 4.50C r.p.m. durante 10 min. En el sobrenadante decantado se hace

la determinacion de Pi.
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Determinacidén de fosfato inorgénicc

Se ha realizado segln la técrica de Fiskey -

Subarrow (172) siguiendo el orden indicado en el siguiente protocolo:

Muestra  Blanco Ciego  _Standar
Molibdato 5 mi 5 mi 5 mi 5 mi
Sokrenadante 1 ml 1 mli 1 ml -
S. estandar de fosfato - - - - - - 1 ml
ANSA 1 ml 1 ml 1 ml 1T mi

LLos tubos se mantiener. 20 minutos a temperatura
ambiente y se realiza la lectura colorimétrica a 660 nm. El cero se -

ajusta con el ciego y se lee la D.O. correspordiente a cada tubo.
d) Calculos

LLa actividad de la glucosa 6 Pasa se expresa en -
nmoles de fosfato |iberados de la glucosa 6 P en 1 minuto por miligramo

de proteina.

Para el calculo se tienen en cuenta las diluciones

sufridas por el proceso de modo que se hace seglin lo siguiente:

-1 -1 ‘Mo Bl 0,5x2.2x 000
nmoles xmg x min = x —_———

D.O. 15 xPxV
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Siendo:

D.O.M = Densidad 6ptica del problema

D. O.Bl = Censidad 6ptica del blanco

D.O. St = Densidad 6ptica del estandar de fosfato.

0.5 = pmoles de fosfato existente en 1 ml de so-
lucidn estandar de fosfato.

2.2. = \Volumen final del tubo en que se realiza la
reaccion enzimética.

15 = Minutos gue cura la reaccibr

I.:’ = mg ce proteinas por ml de homogenado

1000 = Para expresar la actividad por nmroles

\Y = 0.1 ml de muestra homogenado

2.3.4,2. - Determinacibén de la actividad enzimatica de la fructosa 1-6

difosfatasa.

La determinacién de la actividad de ta fructosa 1-6€ di

Pasa se ha realizado segiin Mendicino (173). El método seguido esta -

bacado en tres reacc.ores enzimaticas en cadena siendo la desencadenar-

te la catalizada por la fructosa 1-6 d Pasa y la Gltima la catalizada por

ta glucosa 6-P deshidrogenasa ligada al sistema NADP - NADPH. Estas

reacciones son:

FD Pasa
Fructosa 1-6 ¢P =———————» Fructosa-5P + Fi

PHI
Fructosa -6P —eGlucosa-5P
Glu-6-PDH
Glucosa-6P T‘c. 6P-glucdrico
NACF ¥ NACFH + H ¥

)



La aparicion de NADPH seguido espectrofotomé-

tricamente a 340 nm nos va a referir cuantitativamente las actividad

de la enzima desencadenante del proceso.

a) Reactivos

b) Técnica

Tampbdn glicocola 0,04 M, pki 9. 4

Solucidn de Cle n 0.5 mM

Solucidn extemporéanea de FDP 1 mM

Solucitn extemporanea de NADP 0.5 mM
Fosfohexosa somerasa (E.C. 5.3.1.9) (PHI) 10 uml
por determinacion

Glucosa 6P deshidrogenasa (E.C 1.1.1.4.9) 20 uml
por determinacion

Homogenado obtenido segln se refiere en la seccibdn

2.3.2.2.

Fara cada serie de experiencias se preparan las

siguientes cubetas con el contenido que a continuacidn se expresa:

Tampbdn glicocola
Clen

FGP

NACP

PHI

Glu & PDH

Homogenado

Muestra Slanco
2,72 mi 3.10 ml
0.10 ml - -
.10 ml - -
.10 mi I

0
0
0.01 ml - -
0.02 ml - -
0

.05 ml - -




La determinacidon se hace a 340 nm v 252C. Se anota

el A E/min. de los seis primeros minutos de la reaccior.

c) Céalculos

La actividad de la FDP-asa se expresa en los nmoles

de fructosa 6P producidos en un minuto y miligramo de proteina.

A':x Vv

-1
nroles xmg xmin = x 1000

)
10 x € xdxvxP

AE = \Valor medio del incremento de la D.O. en un min.
V = Volumen total ce la cubeta
€ 2
€ =c.22x 10 cm /Mol = cceficierte ce extincidbn molar

aproximado del NADPH a 340 nm

d = Espesor de la cubeta
v = 0.050 m! de homogenado
1000 = Para expresarlo en nmoles.

P = mg ce proteina pcr ml de homogenado.

2.3.4.3. - Determinacidon de la actividad enziméatica de la fosfoenolpi-

ruvato ca rboxicinasa

La determinacion de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
en la direccidn carboxilante cor el sistema mélico deshidrogenasa-NAD/
NADH acoplado se ha realizado por el método puesto a punto en nuestro

Departamento por Pilar Antonio Oriola (174), descrito en su tesina.
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b) Técnica

Se preparan las cubetas segln el siguiente protocolo.

Muestra Blanco _

Tampbn Tris-CIH 1.00 ml ~ 1.00ml
Clen 0.10 m} 0.10 ml
PEP 0.10 ml 0.10 gl
IDP 0.15 mi 0.15 ml
HZO Destilada 0. 80 mi 0.90 ml
GSH 0.20 mi .0.20 ml
COsHNa 0. 50 ml 0. 50 ml
NADH 0. 20 gl 0.15 ml
MDH 0.01 ml 0.01 mi
Extracto 0.05 ml - -

Todas las‘ cubetas asi preparadas se gasean por espa-
cio de 1 min. éon CO2 antes de la adicién de la méalico deshidrogenasa
y el extracto. La lectura espectrofotométrica se hace a 340 nm vy 302C
anotando el descenso de la densidad bptica por minuto por un espacio -

de seis minutos.
c) Célculos
LLa actividad se expresa en nmoles de OAA producidos

por minutos y mg de proteina. Los calculos son similares a los anota-

dos en la seccidn 2. 3. 4. 2.



2.3.4.4, - Determinacidon de la actividad enzimética de la lactato deshi-

drogenasa.

La determinacidn de la actividad enziméatica de la lacta-
to deshidrogenasa {(LDH) ha sido realizada seglin el método de Bergmeyer

y col. (175) cuyo fundamento es el siguiente:

+*
Piruvato + NADH e————p= |_actato+ NAD

a) Reactivos

Tampon fosfato 0.05, pH 7.5

Solucidn extemporanea de NADH 8 x 10_3M

Solucidn extemporénea de Piruvato Sodico 1x10_3M

Extracto: Obtenido seglin 2.3.2.2. vy se ha hecho una
dilucién en tampdn Tris-Sacarosa 0.01
0,25M, pH 7.4 al 1/100 antes de la deter-

minacidn enzimética.

b) Técnica

Las cubetas se preparan con las soluciones antes cita-

‘das y en las cantidades siguientes:

Muestra Blanco
Tampén 2.91 ml 3.00 ml
Piruvato 0.10 ml 0.10 ml
NADH 0.05 ml 0.01 ml
Extracto 0.05 ml - -
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Las lecturas se hacen a 252C vy 340 rw.. Se anotar

los deccensos de la [\ E/min., durante seis minutos.

.

c) Calculos

La cantidad de lactato producido en nmoles por mili—
gramo de proteinay minuto, expresa la actividad de este enzima. Los

calculos se kacen ce igual manera a lo citado en la seccidn 2.3.4.2.

2.3.5. - Determinacibn enzimatica de metabolitos

e e ————

2.3.5.1.~ Determ inacibdr. enzimatice de glicosa oF ¥ fructosa 6 P

La observacion ce la cantidad de glucosa 6F vy fructo-
sa 6P de una muestra preparada segln 2. 3. 2. se ha hecho espectrofo-
tométricamente pcr 1a formracidn ce NAGCPH paralela a la oxidacibn ce
glucosa 6P y fructoca 6P seguica a la adicidon ce gluccsa 5P deshidro-
genasa (c6PDH) y fosfoclucosa isomerasa (PGl) a pb 7.6 segln el meée-

tocdo de H, Klotzsch (176).

NADP\* NADEH  HT
— Acido EP- Glucbnicc

G6PDH

Glucosa-€P

Fructosa—-&P - )-‘“Glucosa‘ 6P

PGl

&1



_a) Reactivos

b} Técnica

Tampdn
NADP
Cl Mg
Muestra
G6FDH
PGl

Tampbdn Trietanolamine, 0,4 M, pH 7.6

Solucibr ce CI_,Mg 0,3 M

2

-2
Solucién extemporanea de NADP 2 x 10 M

Glucosa —6F deshicrogenasa (E.C. 11.1.4.9) corercial

Fosfoglucosa isomerasa (E.C. 5.3.1.9) comercial

Muestra; preparada segln la seccién 2. 3. 3.

Se preparan las cubetas con

Muestra
1.00 ml!
0.01 ml
0.01 ml
1.50 mi
0.01 mi
0.01 ml

el siguiente contenido

Blanco

2,50 mi

La lectura se hace a 340 nm y temperatura ambiente.

el A E1 aparecido tras la adiciér. de G6PDH ccrresponce a la gluccsa

-6P de la muestra. EI A E_seguido de la adicidn ce PGl ccrresponde

2

a la fructosa-6F de la misma muestra.
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c) Calculos

La corcentracién ce glucosa-6P y fructosa-6P se he
.expresado en nmoleé por gramo de tejido fresco.

AE x 2.5 Y
nmoles/g tejido frescc = x F.n. x —

£x1o'6xv P

x 1000

‘donde:
/A E = incrementc de la densidad brtica
2.5 = volumen total ce la cubeta

6 2
6.22 x 10° = coeficiente de extincién molar en cm™ /M

-V = ml| de muestra neutralizado

Vt = volumren total del extracto acido = volumen inicial
de neutralizacidbn ¢ peso en gramos de tejido x
x .75

= = pesc en gramos del tejido frescc.

2.3.5.2. - Determinacibr. enzimatica de fosfodihidroxiacetona, gliceral-

dehido-3-focfato vy fructosa 1-6 difosfato.

Los tres metabolitos, fosfodihidroxiacetora (PDHA),
gliceraldehido-2 fosfato (GAP) y fructosa 1-6 cifosfato (CP), se han -
observado en la misma determinacibr espectofotométrica seglin el méto-

do ce T.Biicher (177) con el fundamento siguiente;

@
)



FDP

GAP

/ TIM

a) Reactivos

b) Técnica

Tampbn
NADH
Muestra
GDH
TIM
ALD
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AL.D

PDHA

GDH ——ee——g» Glicercl-1P

/

NADH + H* Nnan?t
Tampbr Trietanolamina 0,4 M, pH 7.6

-3
Solucidn extemporéanea de NADH 5 x 10 M
Glicerol-1P deshidrogenasa (GDH) (E.C.1.1.1.8)

ccmercial.

Triosafosfato isomerasa (TIM) (E.C. 3. 3.1.1.)ccmercial

Aldotasa (ALD) (E.C.4.1.2.7.) ccmercial.

Se han preparado probketas cor el siguiente protocolo:

Muestra Blanco
1.00 ml 2.50 ml
0.02 ml. - |

1,50 ml - -
0.01 mi - -
0.01 m! -
0.01 ml -




La lectura se ha realizado a 340 nm y temperatura
ambiente. Los tres A E obtenidos seguidos a la adicibn sucesiva
de GDH, TIM y AL.D corresponcen respectivamente a la PDHA GAP

y FDP existente en la muestra.
c) Céalculos

Se expresa en rmoles de metabolito transformado
cor gramo de tejido fresco. Hay que tener presente que por cada -
FDP se consumen 2 de NADH. Los calculos sor. iguales a los de la

seccién 2.3.5.1.

2.3.5.3.- Determinacidon enziméatica de piruvato, fosfoenclpiruvato,

2,~fosfoglicerato y 3-fosfogiicerato.

El aralisis de piruvato (Fir), fosfoenolpiruvato —
(PEP), 2-fosfoclicerato (2PG) y 3-fosfoclicerato (3PG) se ha realizado
en una sola determinacidn escalorada, segin el métoco de Eergmeyer

y ccl. (178).

El fundamento es el siguienvté:
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a) Reactivos_

PGV

3PGA » 2PGA
ENO
2FGA w» PEP
Mg ++
TP
N
PEP — Pir
Mg-ﬂ K+
+
NADH NAD

\ I_Dy
Pir —» Lac

Tampbdn trietanolamina 0,4 M, pH 7.5

Solucidn de CIK 2 M

Solucibdn de SO4 Mg 0, 5 M

Solucidr extemporénrea de ADP 0.01M

Solucidn extemporanea de 2-3 dPG 0.01 M

Solucibdr extemporéanea de NADH 5 x IO_3M
Fosfogliceromutasa (FGM) (E.C.2.7.5. 3.) comercial
Enolasa (ENO) (E.C.4.2.1.11) ccmercial

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

L-lactato deshidrogenasa (LDH) (E.C.1.1.1.27)comercial




b) Técrica

El protocolo seguido en la preparacibr de las cubetas

ha sido:

Muestra Blanco
Tampodr 0, 50 mi 2,64 ml
CIK 0,20 ml - -
SQ4M9 o 0, 10 ml - -
ADP 0,20 mi -
2-3 d P6 0,05 ml -
NADH e ' 0,0Z mi -
Muestra . 1,50 ml - -
LDH o 0,01 ml - -
PK 0,01 mi - -
Eno 0,01 ml - -
PGM © 0,01 ml - -

Los A E encontrado er la determinacidr. espectrofoto-
métrica a 340 nm y tesrperatura ambiente, éeguidos a la adicidr ce los
enzimas por el orden cel protocolo y esperanco siempre que se consuma
el NADH correspordiente a cada metabolito antes de afadir el siguiente

enzima, corresponcen a:

A E1 piruvatc

A E2 fosfoenolpiruvato
A EB 2 fosfoglicerato
A E4 3 fosfoglicerato



o

c) Céalculos

Se expresa en niroles de metabolito existente er gra-

mo de tejido fresco, seglin lo citado en la seccibr 2.3.5.1.

2.3.5.4. - Determinacibér enzimatica de lemalato

El L-malato se ha determinado cxidandolo enzimética-
mente a oxalacetatc mediante la enzima méalico deshidrogenasa a pH 9.5

seglin ha descrito H.J. Hohorst (179)

NAD Yt NADH + H '

L -Malato o OAA
a) Reactivos
Tampbr Hidrazina-Glicocola 0.9: 1 M pH 9,5
., . -2
Solucidn extemporanea de NAD 5 x 10 M
L-Malato deshdrogenasa (MDH) (E.C.1.1.1.37) comercial

b) Técnica

L.as cubetas han sido preparadas con las siguientes can-

tidades de reactivos.

Muestra Blanco
Tampbr 1,50 mt 1, 50 ml
NAD . 0,10 m! - -
Agua destilada - - 1,00 mi
Muestra 1.00 ml - -
MDH 0,01 ml - -
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La determinacidén espectrofotométrica se realiza a
340 nm y temperatura ambiente anotando el A E debido a la forma-
cibn del NADH paralelo al consumo de malato.

c) Célculos

L_a cantidad de malato existente se expresa en nmoles

de malato transformado por g de tejico fresco.

.

2.3.5 5.~ Determinacibén enzimética de glucosa

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

mbgeno la O-dianisidina.

La técnica ha sido descrita por 2ergmeyer y col. (180)
La glucosa oxidasa (GOD), cataliza la oxidacibn de la glucosa y por la
peroxidasa (FOD) el HZOZ formado se descompone en H_O y oxigeno -
4

atdbmico que oxida al crombgeno.

GOD

%—D Glucosa + H,O + O, ——————— Acido D-glucbnico + H O,
4

FOD

T
0O
\J
I
0]
&
)=
O

N

ol
0]

O-dianisidina (red) » O-dianisidina oxidada
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La O-dianisidina oxidada, presenta un color que ab-
sorbe a 440 nm. Las pequefias cantidades de ® -D glucosa que puedan
existir en las muestras también se determinan al estar la GOD comer-

cial acompafiada de pequefias cantidades de mutarrotasa.

a) Reactivos

Tampbén Fosfato, Tris-CiH 0,2: 0, 1 M pH 7.3

Suspensidn de O-dianisidina en etanol de 952 al 1% P:/v
Solucidn estandar de glucosa 0, 2 mM

Glucosa-oxidada (GOD) (E.C. 1.1.3.4) comercial 9.3mg para
75 ml de mezcla enzimética.

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

75 ml de mezcla enzimética.

Mezcla enzimética se prepara mezclanco 9.3 mg de GOD,
3 mg de POD, 0.5 ml de la suspensibén de O-dianisidina y

se completa con tampbdn fosfato, tris-ClH hasta 75 ml.

b) Técnica

Se preparan los siguientes tubos con las cantidades si-

guientes:
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Blanco __SIi S2 S3 Muestra

’

Solucidn estandar de glucosa - 0.5ml 0.75 ml 1 ml -

HZO 1 ml 0.5ml 0.25ml - 0.5 ml
Muestra neutralizada - - - - - - - 0.5 ml
Mezcla enziméatica 2.5 ml 2.5ml1 2.5 ml 2.5 mi 2.5 ml

Se incuba una hora a 378C. y se determina la D.O. exis-~

tente en cada tubo a 440 nm.

c) Calculos

Para hallar los pmoles de glucosa de la muestra es nece-
sario representar una recta patrdn con las densidades opticas de los -
estandar y sus respectivas corcentraciones de 0.1, 0.15 y 0.200 Pmoles
de glucosa. Asl se obtiene los Pmoles de glucosa existentes en 0.5 ml de

muestra neutralizada.

Los calculos son diferentes dependiendo de que la mues-
tra proceda de una toma de sangre, del medio ce perfusidor repatica o cel
ITquido (fe incubacibr de los cortes de corteza renal, teniendo en cuenta
el volumen de cue proceden vy la neutralizacién o dilucidén realizada en -

cada caso, y la expresibor. a que se quiere referir el resultado.

1



2.3.5.6.- Determinacidn enzimética de oxalacetato

El oxalacetato se ha determinado reduciendolo enzimé-
ticamente a malato mediante la enzima L-malato deshidrogenasa a pH

7.6 segln ha descrito A. W. Wahlefeld (193)

MDH
Oxalacetato + NADH + HY - |_~-Malato + NAD ¥

Reactivos:

Tampbn trietanolamina 0.4 M pH 7.6

-3
Solucidn extemporanea de NADH 5 x 10 M
L-Malato deshidrogenasa (MDH)E.C. 1.1.1.37)

Técnica:
Las cubetas han sido preparadas con las siguientes

cantidades de reactivo:

Muestra 3lanco
Tampbdn 1.00 ml 2.50 mi
NADH 0.02 n -
Muestra 1.50 1 - -
MDH 0.01 1 - -

L.a determinacién expectrofotométrica se realiza a
340 nm y temperatura ambiente anotando el A E debido al consumo de
NADH paralelo al de OAA.

Chalculos:

Las cantidades de OAA existentes se expresan en nmo-

les de OAA transformado por g de tejido fresco.
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2.3.5.7.— Determinacidon enzimética de L —lactato

El L-lactato se determina enzimé&ticamente oxidandolo
con NAD mediante el enzima lactato deshidrogenasa (LDH) apH 9.5

segun ha descrito A. W. Wahlefeld (195).

f
L-lactato+ NAD —» piruvato 4+ NADH + H¥

Reactivos:

Tampon hidracina:glicocola 0.9:1M, pH 9.5
Solucidon extemporanea de NAD al 0.35%

Lactato deshidrogenasa (LDH) (E.C. 1.1.1.27)
Técnica:

Las cubetas han sido preparadas con las siguientes

cantidades de reactivo:

Muestra _Control Slanco
Tampbdn 1.30 ml 1.50ml 1.50 mi
NAD 0.40 M 0.40 " 0.20 ¢
Agua destilada 0.10 " 0.60 " 0.86 "
Muestra 0.50 " — -
LDH 0.o02 " 0.02 " -

La determinacidn espectrofotométrica se realiza a 340
nm y temperatura ambiente anotando el N\ E debido al consumo de lac-

tato paralelo a ia ormacibn de NADH.
Céalculos:

Las cantidades de L.-lactato existentes se expresan en

nmoles de Lzlactato transformado por gramo de tejido fresco.
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2.3.6. - Determinacidn de la capacidad gluconeogénica hepaticaTéc—

nica de perfusidn hepéatica.

El método de perfusidn hepatica basado en las técnicas
de Miller y col. (181) y Schimassex (182) ha sido descrito por Hens y
col. (183) y ha sido puesto a punto en nuestro departamento por J. M.

Medina en su tesis Doctoral (184).

El medio de perfusidn estd compuesto por solucidn sa—
lina Krebbs-Henseleit (185), alblmina bovina fraccidn V disuelta en so—
lucidn salina y filtrada a través de Mitlipore 1, 2 p Y hematfes proceden-
tes de sangre humana, conservada por un espacio de 3-4 semanas a -
42C en solucidn anticoagulante citratodextrosa. E| volumen final del me-
dio de perfusién es 150 m| usandose las siguientes corcentraciones fina-
les: Alblmina 2.6% (p/v), Hemoglobina 2. 5% (p/Vv). el pH es de 7.4. -
Los sustratos se afladen en una concentracidn ce 10 mM. EI tiempo total
de perfusidén ha sido 135 min. dejando los 40 primeros para su estabili-

Zacibn.

2.3.7.- Determinacibn de la capacidad gluconeogenica renal

Se ha empleado el método de Krebs y col. (186) que ha
sido puesto a punto y descrito detalladamente bor J.P. Gar‘c_ra Ruiz en

su Tesina de Licenciatura (187).
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E| método consiste en la incubacidn de cortes de la
corteza renal en un medio de Krebs—Henseleit (185) durante una hora
dandole una agitacidn que favorece el contacto del tejido con el sus-
trato puesto (10 mM) en el medio y el gas carbbgeno para su respira-
ciébn. Los ITquidos resultantes de la incubacidr se desnaturalizan y
neutralizan y se determinan en ellos la glucosa producida como se in—-
dica en la seccibn 2.3.5.5., respectivamente. Los resultados se -
expresan en )Jmoles de glucosa producidos durante la hora de incuba~ -
cibn y por gramo de tejido seco. Fara ello es necesario pesar los -
cortes correspondientes a la incubacibn una vez desecados en una es-—

tufa a 702C.

2.3.8.- Determinacidn de la glucosa en sangre

La sangre se obtiene practicando un corte en la yugular
La sangre se recoge en un tubo que contiene 0.85 mg de heparina. De
ella se toman 0,53 ml y se desnaturalizan con 4 ml de &cido perclbrico
al 29% . De la muestra desnaturalizada y neutralizada se determina la
glucosa como se indicd en la seccidn 2. 3. 5. 5. Los resultados se expre-
san en }Jmoles de glucosa existente en 1 ml de sangre. Necesitamos te-
ner presente el volumen de sangre flufda de la rata para conocer la di-

lucién cebida a la heparina vy e_I factor de neutralizacidn.



2.3.9. Determinacidn de L.-lactato en sangre

La obtencidn y tratamiento de las muestras se ha
descrito anterioemente{seccidn 2.3.8.). Una vez neutralizadas y
centrifugadas las muestras se determina |la cantidad de lactato ob-
servando en el espectrofotbmetro la formacidon de NADH paralela
al consumo de lactato por lactato deshidrogenasa a pH 9.5 . El pro
cedimiento ha sido descrito por Hohorst y col. (194).

L.DH
L~lactato + NAD' —_— 9 Piruvato+NADH+H"Y

Reactivos:
Tampdn Hidracina:glicocola 0.4: 1M, pH 9.3
Solucidn extemporéanea de NAD al 0.59%

Lactato deshidrogenasa (LDH) (E.C. 1.1.1.27) comercial

Técnica;

Las cubetas han sido preparadas con las siguien-

tes cantidades de reactivos:

Muestra Control Blanco
Tampdn 1.30 ml 1.50 ml 1.50 mi
NAD G.40 n 0.20 0.40 n
Muestra 0.50 - S
Agua destilada 0.70 n 1.40 1 1.20 v
LDH 0.02 0.02 ¢ —_

El curso de la reaccibén es detectado espectrofotometrica

mente midiendo a 340 nm el AE debido a la formacibdn de NADH.
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Céalculos:

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

dados por la expres dn:

1 (AE-AF) xV
pmoles x ml~ de sangre = X F1 x F
106 x € xdxv

siendo:
- (AE - A @) medida del incremento de densidad 6ptica.
VV = volumen de la cubeta
€ = coefic:iente de extinciébn molar aproximado del NAD
d = espesor de la cubeta
v = volumen de la muestra
F_ = factor de neutralizacibn

1
F = factor de dilucidn

2.3.10.- Determinacibn de glucbégeno hepético

Se determina el glucbégeno al estado de glucosa,
despues de hidrblisis enziméatica mediante una preparacion enzimética

comercial ( "Dyazime!' ).

El enzima comercial libera glucosa a partir de
glucdgeno, almidbn y oligosacaridos intermedios, hidrolizando las
uniones  -(1-6) y las o —(1-4) con baja actividad transglucosodasi-
ca e inapreciable de invertasa. El procedimiento experimental ha

sido descrito por Krebs y col. (106).

Los resultados se expresan en equivalentes de glu

cosa, pmoles referido a gramo de hfgado fresco.
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1Hl. - RESUL TADOS

3.1.- EFECTO "IN VITRO" DEL ACIDO 4-PENTENOICO, ACIDO
QUINOLINICO Y ACIDO 5 METOXI-2 INDOL CARBOXILICO
(MICA) SOBRE LA CAPACIDAD GLUCONEOGENICA DE LA
CORTEZA RENAL. -

Anteriormente en nuestro departamento se
habfa puesto de manifiesto un aumento de la actividad de la fos-
foenolpiruvato carboxicinasa y de la capacidad gluconeogénica de
la corteza renal de ratas con degeneracién hepéatica experimental
inducida por galactosamina, en las que la formacidn de glucosa por

el hlgado estaba disminuida (188).

Con estos preliminares se ha quer‘i.do seguir
estudiando la respuesta renal a una serie de inhibidores "especi-
ficos" de la gluconeogénesis hepatica, descritos en la literatura
bioqulmica tales como Ac. 4 pentenoico, dcido quinolfnico y dcido
5 metoxindoicarboxilico (MICA), en lo que refiere a la capacidad

gluconeogénica de dicho tejido.

Para ello era necesario en primer lugar reali-
zar un estudio del efecto "in vitro!" sobre la capacidad gluconeogé-~
nica de la corteza renal de estos inhibidores de la gluconeogénesis
hepatica, para poder seleccionar después los menos activos sobre
el rifdn para inhibir de la forma mas selectiva posible la gluconeo-
génesis hepéatica '"in vivo.
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L.as concentraciones utilizadas para cada in-
hibidor fueron las encontradas en la bibliograffa con un claro poder
inhibidor hepético (138, 147,151,168 y que corresponden a 1 mM
para el acido 4 pentenoico, 2.4 mM para el 4cido quinolfnico y de

0.2 y 0.8 mM para el 4cido 5 metoxindolcarboxflico (MICA).

Los ensayos de la capacidad gluconeogénica
renal en presencia de estos inhibidores se realizaron a partir de
L-lactato a una concentracién 10 mM, tanto en ratas alimentadas

como ayunadas 48 horas.

Como se puede observar en laTablan? 1 y
Gréfica n2 1, el acido 5 metoxindolcarboxfllico presenta el menor
grado de inhibicién "in vitro" de la capacidad gluconeogénica de
la corteza renal, mientras que el acido quinolfnico presenta el
efecto inhibidor més fuerte, tanto en ratas alimentadas como en
ratas ayunadas 48 horas, aunque en estos Gltimos animales, influye
mucho més la concentracién de MICA que en los animales bien ali-

mentados,
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TABLA n21
Efecto de la adicidn "in vitro! de algunos inhibidores especificos de la gluconeogénesis hepética sobre la capa-
cidad gluconeogénica de la corteza renal a partir de L.-lactato a concentracién 10 mM. en ratas alimentadas y

ayunadas 48 horas.

Los valores de glucosa producida se expresan en pmoles de glucosa x hora=—! de incubacién x gr‘amo‘1 de tejido

seco. El * representa el Error estandar de la media.

RATAS ALIMENTADAS RATAS AVYUNADAS (48 h.)
N2 ‘g % N2 %
d .
exp. Glucosa producida Inhibicibn exp. Glucosa producida Inhibicidn
Control 17 113.2 %201 5 235.4% 4.1
MICA 0.2 mM . 7 93.61 4.4 19 5 208.7 Y 4.2 11
MICA 0.8 mM 7 90.1% 4.1 20 5 177.9% 3.1 25
Ac. 4-pentenocico TmM| 7 87.6%2.7 23 4 142,3%5.2 39
Ac. quinolfnico 2.4mM| 7 57.0% 3.1 50 4 90.1% 3.4 61




GRAFICA n21
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Efecto de la adicién "in vitro" de algunos inhibidores especlficos de la
gluconeogénesis hepatica sobre la capacidad gluconeogénica de la corte-
za renal a partir de L-lactato. a concentracion 10 mM de ratas alimentadas
y ayunadas 48 horas. La capacidad gluconeogénica se expresa como por-
centajes de actividad respecto a los controles {(a), siendo (b): MICA 0.2
mM; (c): MICA 0.8 mM; (d): acido 4-pentenoico 1 mM; (3): acido quinolini-
co 2, 4 mM.
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3.2.- INHIBICION "IN VITRO" DEL ACIDO 5 METOXI-2 INDOL
CARBOXILICO (MICA) SOBRE LA CAPACIDAD GLUCO-
NEOGENICA HEPATICA.

Una vez seleccionado el 4cido 5-metoxindol car-
boxflico (MICA) como el inhibidor especlfico de la gluconeogénesis
hepética que menos afectaba a la capacidad gluconeogénica renal
in vitro!", seha procedido a comprobar la inhibicibén a nivel de la
capacidad gluconeogénica hepatica en nuestras condiciones experi-

mentales.

Para ello y debido a que los cortes de hfgado o

los homogenados de dicho tejido no realizan la sintesis de glucosa
de forma satisfactoria se recurrid a la técnica de per*fusiéﬁ del 6r-
gano ( 182,183 ). Por otra parte, debido a que 2n los animales ali-
mentados, el hfgado contiene glucbgeno, lo que dificulta mucho la
obtencidn de datos experimentales y altera ademéas el propio fun-
cionamiento del hfgado en lo que se refiere a la produccidn de glu-
cosa, las experiencias se han realizado solamente en animales ayu-

nados durante 48 horas a fin de agotar el glucbgeno hepético.

Se ha utilizado como precursor gluconeogénico el
lactato ya que se comporta como excelente sustrato de este proce-
so {87 ). En todos los casos se ha utilizado este sustrato a con-

centracién 10 mM.

Los inhibidores fueron afiadidos al medio de perfu-
sibn a los 45 minutos de iniciada la misma mientras que el sustrato

se aflade a los 30 minutos.



Los resuitados obtenidos se han expresado de dos

maneras.:

a) Produccibn total de glucosa en el medio de per-
fusibn (;.lmoles/150 ml) respecto al tiempo (Gra-

fica n? 2).

b) pmoles de glucosa formados por gramo de hfgado

seco y por hora de perfusidn (Tabla n2 2.)

Se corrobora el clarfsimo efecto inhibidor del -
MICA, pues a una concentracidn de 0.2 mM inhibe la gluconeogéne-
sis hepéatica en un 36% vy a 0.8 mM esta inhibicién llega a ser del

100%.
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pmoles de Glucosa en el medio de perfusidn

500

GRAFICA n2 2

(3)

?(6)

G——0—0(3)

1 1 1 1 1 1 i

60 90 120

Tiempo de Perfusidn (min.)
Efecto de la adicién "in vitro!" de acido 5-metoxi-2-indol car

boxilico (MICA) sobre la capacidad gluconeogénica de hfgado
perfundido de ratas ayunadas 48 horas. Glucosa encontrada
en el medio de perfusién a partir de L.-lactato a concentra
cibn 10 mM, (®); L—lactato 10 mM + MICA 0.2 mM, ( O );
L-lactato 10 mM 4+ MICA 0.8 mM, (0O). El inhibidor era
afladido a los 30 min. y el sustrato a los 45 min. Las barras
verticales representan el Error estandar de ia media. El nl
mero de experiencias se indican entre parentesis. LAC indi_
ca L-lactato. Los pesos medios de los hfgados secos fueron
1.63 g para los controles; 1.65 g para MICA 0.2 mM; 2.16 g

para MICA 0.8 mM: 107



TABLA n2 2

Efecto de la adicidén "in vitro' de MICA sobre la capacidad gluconeogénica
de hlgado perfundido de ratas ayunadas 48 horas a partir de L-lactato a
concentracibén 10 mM.

A los medios de perfusidn controles se les afiadid solucidon salina y a los
problemas las cantidades correspondientes de MICA (0.2 y 0.8 mM). Los
resultados de glucosa producida se expresan en umoles de glucosa x ho-
ra_] de perfusidn x gr‘amo_l de hfgado seco. El * representa el error

estandar de la media. Los pesos medios de los higados secos han sido 1.63g

para los controles; 1.65 g para MICA 0.2 mM; 2.16 g para MICA 0.8 mM.

Ne %
exp Glucosa producida Inhibicidn
Control 6 294. 4% 25,2
MICA 0.2 mM 7 129.1% 6.2 56
MICA 0.8 mM 3 -4,0t6.2 102
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3.3.- EFECTO DE LA INTUBACION GASTRICA DE MICA SOBRE
LA CAPACIDAD GLUCONEOGENICA HEPATICA A PARTIR
DE L-LACTATO.

Una vez comprobado el claro efecto inhibidor del
MICA sobre la capacidad gluconeogénica hepéitica se procedid a co-
rroborar el efecto !""in vivo!" del inhibidor sobre dicha capacidad.
Para ello se ensayd en primer lugar la intubacidn gastrica del MICA
a dos concentraciones diferentes, midiendo tres horas después la

capacidad gluconeogénica en hfgado perfundido a partir de lactato.

Al contrario de lo que ocurre por adiciébn de -

MICA al medio de perfusidén, la intubacidén gastrica de esta sustan-
cia a animales ayunados durante 48 h. a concentracidén de 30 mg de
MICA por Kg‘ de peso de rata no produce variaciones significativas
en la velocidad de produccibdn de glucosa a partir de L-lactato a
concentracibn 10mM. Cuando se utiliza una concentracién de 200 mg
de MICA por Kg de peso de rata la inhibicién que se observa es pe-
quefia y poco significativa. Estos resuitados pueden observarse en

la Tabla n® 3 y Gréaficasn®3 y 6.
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TABLA N2 3

Efecto de la intubacién gastrica de MICA sobre la capacidad gluconeogénica
de hlfgado perfundido de ratas ayunadas 48 horas a partir de L.-lactatoa -
concentracidn 10 mM.

Los animales controles fueron intubados gastricamente con 10 ml de solucidn
salina; los animales problema fueron intubados con las cantidades correspon
dientes de MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata) en un volumen de 10 ml,
todos tres horas antes de iniciarse la perfusidon. Los resultados de glucosa
producida se expresan en umoles de glucosa x hor‘a_] de perfusibn x gr'amo_
de higado seco. ElI * representa el error estandar de la media. P indica

el grado de significancia. Los pesos medios de los hlgados secos fueron -
1.44 g para los controles; 1.65 g para MICA 50 mg/Kg de peso de rata y
1.55 g para MICA 200 mg/Kg de peso de rata.

.N9 Glucosa producida .% s P
exp. inhibicidon
Control 4 307.5%12.8
MICA 50 mg/kg 3 303.7%13.0 2 <0.90
MICA 200 mg/kg 4 255.3 £16. 4 17 <0.05




pmoles de Glucosa en el medio cde Perfusidn
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60 120
Tiempo de Perfusidn (min.)

Efecto de la intubacién gastrica de MICA sobre la capacidad gluco
neogénica hepéatica a partir de L.-lactato de ratas ayunadas 48 ho-
ras. Glucosa encontrada en el medio de perfusibn de animales con__
troles ( ® ); animales tratados con MICA a dosis de 50 mg/Kg de
peso de rata { O ); animales tratados con MICA a dosis de 200 mg/
Kg de peso de rata ( O ). El sustrato se afiadid a los 45 min. Las
barras verticales representan el error estandar de la media. EIl
nlmero de experiencias se indican entre parentesis. LAC indica

L -lacato. LLos pesos medios de los higados secos han sido 1.44 g
para controles; 1.65 g para MICA SOmg/Kg de peso de rata y 1.55 g

para MICA 200 mg/Kg de peso de rata.
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3. 4. - EFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE MICA
SOBRE LA CAPACIDAD GLUCONEOGENICA HEPATICA. A
PARTIR DE L-LACTATO.

Al observar que la intubacién gastrica de MICA
no producfa una inhibicidén de la capacidad gluconeogénica hepética
acorde con la encontrada por adicién al medio del inhibidor se pro-
cedid a inyectarlo intraperitonealmente, con el fin de obviar en lo

posible las pérdidas anejas a aquella via de administracibn.

Se empled la inyeccidn intraperitoneal de Tm! de
solucién salina para los animales controles y 1 ml de solucidon de

MICA para los animales problemas.

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla
ne 4 y Graficas n2 4 y 6. Puede observarse un claro efecto inhibi-
dor, pues a una dosis de 50 mg de MICA por Kg de peso de rata la
inhibicién alcanza un 449, y a dosis de 200 mg de MICA por Kg de

peso de rata la inhibicion llega a ser de un 509%.



TABLA n2 4

Efecto de la inyeccién intraperitoneal de MICA sobre la capacidad gluconeogé
nica de hfgado perfundido de ratas ayunadas 48 horas a partir de L~lactato a
concentracién 10 mM.

LLos animales controles fueron inyectados intraperitonealmente con 1 ml de so-
lucidn salina; los animales problemas fueron inyectados con las cantidades co-
rrespondientes de MICA (50 y 200 mg/ Kg de peso de rata) en un volumen de

1 ml, todos tres horas antes de iniciarse la perfusion. Los resultados de glu-
cosa producida se expresan en umoles de glucosa por hora—] de perfusidn x
gr‘amo—1 de hfgado seco. EI * representa el error estandar de la media. P
indica el grado de significancia . Los pesos medios de los higados secos fue-
ron 1.45 g para los controles; 1.58 g para MICA 50 mg/Kg de peso de rata y
1.56 para MICA 200 mg/Kg de peso de rata.

N¢e . %
Glucosa producida o P
exp. Inhibicibn
Control - 4 ) 396.0% 26.0
MICA 50mg/kg 8 221.6% 8.5 44 <0.001
MICA 200 mg/kg 7 198.7%6.0 50 <0.001
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Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA sobre la capacidad
gluconeogénica hepética a partir de L-ladato de ratas ayunadas 48
horas. Glucosa encontrada en el medio de perfusibn de animales
controles ( ® }; animales tratados con MICA a dosis de 50 mg/Kg
de peso de rata { O ); animales tratados con MICA 200 mg/Kg" de
peso de rata ( % ). El sustrato se afadid a los 45 min. Las barras
verticales representan el error estandar de la media. iEI nimero
de experiencias se indica entre parentesis. LLAC indica L-laciato.
l_os pesos medios de los hlgados secos fueron de 1.45 g para los
controles; 1.58 g para MICA 50 mg/Kg de peso de rata y 1.56 g -

para MICA .00 mg/Kg de peso de rata.
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3.5.- EFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL. DE MICA SO
BRE LA CAPACIDAD GLUCONEOGENICA HEPATICA A PARTIR
DE PIRUVATO.

Durante la gluconeogénesis a partir de piruvato el

NADH necesario es suministrado por la mitocondria al citosol por un
sistema en el que estan involucrados los acidos dicarboxllicos de 4 ato-
mos de carbono (143). De acuerdo con este esquema el piruvato es con-
vertido a oxalacetato dentro de la mitocondria y reducido a malato, el
cual sale de la mitocondria. La oxidacidon de malato a oxalacetato en el
citosol suministra el sustrato para la fosfoenoipiruvato carboxicinasa
asl como el NADH para la reduccidon del 3 fosfoglicerato a gliceraldehi-

do 3 fosfato. (Ver esguema pagina siauiente).

Dado que el mecanismo de inhibicidn por MICA de la
gluconeogénesis hepética esta relacionado con la supresidn del poder
reductor (NADH) necesario para pasar el oxalacetato a malato dentro
de la mitocondria, parecla interesante estudiar el efecto inhibidor so-
bre la capacidad gluconeogénica del higado a partir de piruvato. Se evi-
taba asf la fuente de NADH extramitocondrial que significa el lactato
como sustrato gluconeogénico, puesto que el primer paso de su camino

para convertirse en glucosa es su oxidacidon a piruvato:
Lactato + NADY '——— = Piruvato + NADH + H”

Por ello, la gluconeogénesis a partir de lactato no necesita poder re-
ductor mitocondrial, saliendo el oxalacetato de la mitocondria como as-

partato y no como malato (189, 190).

Los resultados obtenidos como puede observarse en
la Tabla n2 5 y Grificas n2 5y 6 fueron semejantes a los obtenidos a
partir de lactato, aunque las inhibiciones de la capacidad gluconeogéni-

ca hepética fueron algo inferiores.
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TABLA n2 5

Efecto de; la inyecci’onv in&r‘ap‘eritoneal de MICA sobre la capacidad duconeogé-
nica de h}gado _per-fundido de ratas ayunadas 48 horas a partir de piruvato a
concentria'ci";‘)n" 1 OmM

Los animales (;ont;*oles kfue_r‘on inyectados intraperitonealmente con Iml de so-
lucidén salina, los animales p.r‘o_blemas fueron inyectados con las cantidades co
r'r‘espondvvientes de MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata) en uﬁ volumen de

1 ml; todos tres horas antes de iniciarse la perfusion. Los resultados de glu-
cosa proaucida se expresan en pmoles de glucosa x hor*a_]‘de perfusidon x gra-
mo_l de higado seco. EI * repraenta el error estandar de la media. P indi-
ca el grado de significancia. L_os pesos medios de los hfgados secos fueron de
1.43 g para los controles; 1,70 g para MICA 50 mg/Kg y 1.59g para MICA 200

mg/Kg.

T Ne . %
.Glucosa producida P
exp. e . “|'Inhibicién
Control 6 o 246.3%13.8
MICA 5Q mg/kg 5 155.4% 2.1 _ 37 <0.001
MICA 200 mg/kg 5 . 141.2%t8.9 .43 <0.001
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erfusidn

Mmoles de Glucosa en el medio de
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Efecto de la inyeccibn intraperitoneal de MICA sobre la capacidad
gluconeogénica hepétité a partir de piruvato de ratas ayunadas -
48’hor‘as.' Glucosa ehcontr*ada en el medio de perfusién de énimales
controles ( ® ); animales tratados con MICA 50 mg/Kg ( O ); anima_
les tratados con MICA 200 mg/Kg ( ¥ ). El sustrato se afadié a

los 45 min. Las bar‘fas verticales representan el error estandar de
la media. El nUmero de experiencias se indican entre paréntesis.
PIR representa piruvato. L.os pesos medios de los higados secos
fueron 1.43 g para los controles; 1.70 g para MICA 50 mg/Kg; y
1.59 g para MICA 200 mg/Kg
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Capacidad gluconeogénica

GRAFICA nC 6

MICA, 30 mg/kg
N
MICA, 200 mg/kg

100%

50%}

/717222

Efecto de la administracion de MICA sobre la capacidad gluconeo_
génica hepatica. La capacidad gluconeogénica hepatica se expre-
sa como porcentajes de actividad respecto a los controles (a), -
siendo (b) capacidad gluconeogénica hepética a partir de L-lacta
to de animales tratados con MICA por intubacidon gastrica; (c):
capacidad gluconecgénica hepética a partir de L-lactato de anima-
les tratados con MICA por inyeccibn intraperitoneal; (d): idem a

partir de piruvato.



3.6.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE MICA SOBRE LA
CAPACIDAD GLUCONEOGENICA DE LA CORTEZA RENAL

Una vez verificado el efecto inhibidor que pre-
senta "in vivo!' el Acido 5 metoxindol carboxllico (MICA) sobre la
capacidad gluconeogénica hepética, se procedib a estudiar la ca-

pacidad gluconeogénica de ia corteza renal en estas condiciones.

3.6.1.- Capacidad gluconeogénica renal a partir de L - lactato en

ratas alimentadas y con intubacibn géstrica de MICA. _

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
n 6. Puede observarse como a ambas concentraciones, la produc-
cibn de glucosa fué mayor significativamente en fas ratas sometidas
a la intubacidn gdstrica con dosis de 50 y 200 mg por Kg de peso de

rata, con incrementos del 39% vy 58% respectivamente.

3.6. 2, - Capacidad gluconeog'enica de la corteza renal a partir de

L-lactato, piruvato, glutamina y fructosa en ratas alimen—

tadas y con inyeccifin intraperitoneal de MICA.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
ne 7 y Gréfica n2 7. Puede observarse gue en todos los casos, excep-
to cuando el sustrato gluconeogénico es la fructosa, la produccibn
de glucosa aumenta en los animales inyectados con MICA a dosis de
50 y 200 mg por Kg de peso de rata con in- rementos variables entre

el 33y el 72% sobre lcs valores controles.
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TABLA n2 6

Efecto de la intubacidn gastrica de MICA sobre la capacidad gluconeogéni-
ca de la corteza renal de ratas alimentadas a partir de L-lactato a concen-
tracidon 10mM.
A los animales controles se les administrd 10 ml de solucidn salina por in-
tubacibn gastrica; a los animales problema se les administrd 10 mi de solu_
cibn de MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata) por intubacidon géstr‘ica, to-
dos tres horas antes de la muerte. Los valores de glucosa producida se -
expresan en pmoles de glucosa X hor‘a_] de incubacibn x gramo - de teji-
+

do seco. EI £ representa el error estandar de la media. P indica el gra

do de significancia.

N2 : %
Glucosa producida P
exp. Activacidn
Control 13 106.2 +3.4
MICA 50 mg/kg 6 147.5% 4,6 39 <0.001
MICA 200 mg/kg 10 168.1% 6.0 58 <0.001
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TABLA n2 7

Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA sobre la capacidad gluconeogénica de la corteza renal de ratas alimen
tadas a partir de piruvato, L-lactato, glutamina y fructosa, todos a concentracidén 10 mM.
A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de solucién salina y a los animales problema se les

inyectd 1 ml de solucién de MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata), todos tres horas antes de la muerte. Los valores

-1 -1
de glucosa producida se expresan en pmoles de glucosa x hora  de incubacién x gramo  de tejido seco. EI ¥ re-
presenta el error estandar de la media. P indica el grado de significancia.
CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
N2 . Ne . N¢e .
Glucosa producida Glucosa producida P Glucosa producida P
exp. exp. exp.
Piruvato 9 219.4%6.56 9 305.8% 5.5 <0,001 4 320.6%11.3 <0,001
L.-lactato 17 110.5% 1.9 8 156.4% 5.9 <0.001 7 189.9 % 5.1 <0.001
Glutamina 7 115.4% 2,5 3 150.6 1.7 <0, 001 8 175.5 %4,2 <0.001
Fructosa “ 456.5% 31,8 4 447.5% 9.8 <0.90 9 460,3*16. 1 <0.90
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Capacidad gluconeogénica

GRAFICA n2 7

MICA, 30 mg/kg

200%} -
MICA, 200 mg/kg

100%

T

7177

Control Piruvato L -lactato Fructosa

Efecto dé la inyeccibn intraperitoneal de MICA sobre la capacidad gluconeo
génica de la corteza renal a partir de piruvato, L-lactato, glutamina y fruc
tosa en ratas alimentadas tratadas con MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de ra-
ta). La capacidad gluconeogénica se expresa como porcentajes de actividad

respecto a los controles.
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3.6.3, - Capacidad gluconeogénica de la corteza renal a partir de

piruvato, L-lactato, glutamina y fructosa en ratas ayuna-

das 48 horas inyectadas intraperitonealmente con MICA.

Los resultados obtrenidos se muestran en la Tabla
nlmero 8 y Grafica n? 8. Puede observarse gue en todos los casos,
excepto cuando el sustrato glucon=sogénico es fructosa, la produccibn
de glucosa es mayor en los animales inyectados con MICA a dosis de
50 y 200 mg por Kg de peso de rata con incrementos variables entre .

el 15 y 26% sobre los valores controles.
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TABLA n2 8

Efecto de la inyeccibn intraperitoneal de MICA sobre la capacidad gluconeogénica de la corteza renal de ratas ayunadas

48 horas a partir de piruvato, L -lactato, glutamina y fructosa, todos a concentracidon 10 mM.

A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente 1 m! de solucidn salina y a los animales problema se les in~-

yectd 1 ml de solucibn de MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata), todos tres horas antes de la muerte. L.os valores de

. -1 . ., -1 ..
glucosa producida se expresan en HKmoles de glucosa x hora de incubacidon x gramo de tejido seco. EI * represen-
ta el error estandar de la media. P indica el grado de significancia.
CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
N2 . Ne Ne .
Gluccsa producida Glucosa producida P Glucosa producida P
exp exp. exp.
Piruvato 7 261.1% 8.9 9 300.4%12.9 <0.05 4 321.5%1.9 <0.001
L-lactato 10 218.8% 3.6 8 252.2% 2.8 <0. 001 4 261.213.5 <0.001
Glutamina 8 155.5% 2.1 3 184,3%5.3 <0.01 3 195.6+6.8 <0.001
Fructosa 3 506.3% 2.7 6 511.5+t4.7 <0.90 4 508.7 % 2.1 <0.90




Capacidad gluconeogénica

200%

100%
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GRAFICA n2 8

MICA,50 mg/kg
N MICA, 200 mg/kg

T

T

0

N\

Control Piruvato L.-lactato Glutamina Fructosa

Efectos de la inyeccidn intraperitoneal de MICA sobre la capaci-
dad gluconeogénica de la corteza renal a partir de piruvato, L-lac
tato, glutamina y fructosa en ratas ayunadas 48 horas y tratadas
con MICA (50 y 200 mg/Kg de peso de rata). La capacidad gluconeo

génica se expresa como porcentajes de actividad respecto a los con_

troles.



3.7.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE MICA SOBRE LAS AC-
TIVIDADES DE LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXICINASA,
FRUCTOSA DIFOSFATASA, GLUCOSA-6-FOSFATASA Y LAC-
TICO DESHIDROGENASA DE HIGADO Y CORTEZA RENAL.

Los resultados obtenidos anteriormente en nuestro
Departamento en ratas con degeneracidén hepéatica experimental produ-
cida por galactosamina sehalaban claramente una funcidn principal de
la activacidén de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en el aumento de
la capacidad gluconeogénica de la corteza renal (188). Teniendo en cuen-
ta estos antecedentes y los resultados expresados en el apartado ante-
rior se ha realizado la determinacidon de esta enzima y de otras enzi-

mas implicadas en la gluconeogénesis en las condiciones ya resefiadas.

3.7.1.- Actividades enziméiticas de higado y corteza renal de ratas

alimentadas y con intubacidn géstrica de solucidbn de MICA

con dosis de 350 mg por Kg de peso de rata.

Los resultados obt enidos se muestran en las Tablas
nimeros 9 y 10 y Gréaficas nimeros 9 y 10. Se observa que en higado
no hay variaciones significativas en ninguna de las cuatro enzimas en-
sayadas, mientras que en rifibn solamente la fosfoenolpiruvato carboxi-
cinasa presenta un aumento de casi un 70% con alto grado de significan-

cia (P& 0.001).



TABLA n2 9

Efecto de la intubacidn géstrica de MICA, 30 mg/kg de peso de rata, sobre las ac

tividades de\los enzimas, lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa,

fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de higado de ratas alimentadas.

A los animales controles se les administrd por intubacibn géstrica, 10 m! de solu
i5n salina y a los animales problema, 10 ml de solucibén de MICA 50 mg/kg de pe

so de rata, todos tres horas antes de la muerte. Los valores de actividad enzimé_

tica se expresan en pmoles de sustrato transformado x minuto  x gr*amo—] de te-

jido fresco. EIl * representa.el error estandar de la media. P indica el grado de

significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg
Ne Actividad Ne Actividad
exp. enziméatica exp. enzimética P
LDH 5 382.15%* 47, 31 5 401.33 % 40,27 <0.5
PEPCK 6 2.06%0,05 6 1.93%+0.05 <0.5
FDPasa 8 4,20%0.16 8 4,14+ 0,23 <0.5
GlubPasa 7 16.30% 2,41 7 20.20% 3,25 .5
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Actividades enzimébticas

GRAFICA n2 9

Controles

MICA, 20 mg/kg

100 %}

LLDH PEPCK FDPasa GlubPasa

Efecto de la intubacidn gastrica de MICA sobre las actividades de los
enzimas, lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fruc
tosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de higado de ratas al.mentadas.
L_as actividades enzimélicas se expresan como porcentajes de actividad

respecto a los valores controles.
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TABLA n2 10

Efecto de la intubacidn gastrica de MICA, 50 mg/kg de peso cde rata, sobre las
actividades de los enzimas, lactato deshidrogenasa, fosfoenclpiruvato carboxici
nasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa, de corteza renal de ratas ali-
menta‘das.

A los animales controles se les administrd por intubacion géstrica, 10 m! de solu
cidn salina y a los animales problema 10 mi de solucidn de MICA 50 mg/kg de peso

de rata; todos tres horas antes de la muerte. La actividad enzimética se expresa

en pmoles de sustrato transformado x minutohl x gr*amo“1 de tejido fresco. EI %

representa el error estandar de la media. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50mg/kg
N©e Actividad N2 Actividad

exp. enzimatica exp. enzimética P
LDH 5 168.24% 31.12 7 222.13* 21.40 <0.9
PEPCK 6 2.6310.37 6 4.40*0,55 <0.001
FDPasa 6 5.34%0.21 7 5.42 %0, 31 0.9
Glu6bPasa 6 22.21%1.95 7 22.13%2.08 <0.9
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Actividades enziméticas

GRAFICA n2 10

[:l Controles

MICA, 30 mg/kg

1007}

5 -

L DHh PEFCK FDPasa GlubPasa

Efecto de la intubacibdn gastrica de MICA sobre las actividades de los en
zimas, lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructo
sa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de corteza renal de ratas alimenta-
das. Las actividades enziméticas se expresan como porcentajes de acti_

vidad respecto a los valores controles.
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3.7.2.- Actividades enziméticas de hlgado de ratas alimentadas con

inyeccidn intraperitoneal de solucidn de MICA a dosis de

50 y 200 mg por Kg de peso de rata.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
n° 11. Se puede observar como ninguna de las cuatro enzimas ensa-
yadas muestran, en hfgado, diferencias con respecto a los valores -

controles.

3.7.3.- Actividades enzimaticas de hfgado de ratas ayunadas con

inyeccidn intraperitoneal de solucisn de MICA a dosis de

50 y 200 mg por Kg de peso de rata.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
ne 12.Aligual que en el caso de ratas alimentadas, las actividades
hepaticas de las enzimas ensayadas tampoco presentan variaciones

significativas respecto a los valores controles.
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TABLA n2 11

Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA (50 y 200 mg/kg' de peso de rata) sobre las actividades de los enzimas,
lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de hfgado de ratas

alimentadas.

A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente, 1 ml de solucidn salina, y a los animales problema 1 ml

de solucidn de MICA(50 y 200 mg/kg de peso de rata); todos tres horas antes de la muerte, L_a actividad enzimética se

X mg de proteina. El % representa el error estandar de la me

. -1
expresa en nmoles de sustrato transformado x minuto

dia. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
Ne Actividad INE) Actividad N2 Actividad
exp. enziméatica exp enziméatica P exp enzimética P
LDH 7 4,272% 401 12 3.839* 273 <0. 50 4 5.303 1 624 <0.20
PEPCK 6 23t 2 7 25T 1 <0. 50 7 22+ <0. 50
FDPasa 10 104+ 4 10 93t s <0.10 6 103% 4 <0.90
GlubPasa 7 6416 8 57t 4 <0. 50 5 39 L1 <0. 50




TABLA n2 12

Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA (50 y 200 mg/kg de peso ce rata) sobre las actividades de los enzimas ,

lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de higado de ratas
ayunadas 48 horas.

A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de solucibn salina, y a los animal‘es problema 1 m! de
solucidn de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata); todos tres horas antes de la muerte. La actividad enzimética se ex—

. -1 -1
presa en nmoles de sustrato transformado x minuto X mg de proteina. El £ representa el error estandar de la me-

dia. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
Ne Actividad Ne Actividad N2 Actividad
exp. enzimética exp enzimética P exp enzimatica P
LDH 3 6.259 * 944 5 6. 5Qo 220 <0.90 5 5.975* 654 <0.90
PEPCK 8 33+1 8 32t 4 <0.90 9 28%3 <0.20
FDPasa 4 11516 3 141+ 6 <0. 20 4 1M1x12 <0.90
Glu6Pasa 7 119+ 13 6 129t 14 <0. 30 8 103+ 11 <0. 50




3.7.4,- Actividades enziméaticas de corteza renal de ratas alimentadas

con inyeccidn intraperitoneal de solucidon de MICA a dosis de

50 y 200 mg por Kg de peso de rata.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
ne 13 y Grafica n? 11. Se puede observar como la Gnica variacion,
con un alto grado de significancia (P < 0.001) la presenta la acti-
vidad de la fosfoenclpiruvato carboxicinasa que alcanza un 82% del
valor control con la dosis de 50 mg por Kg, Yy 91% con la dosis de

200 mg por Kg. de peso de rata.

3.7.5, - Actividades enziméaticas ce corteza renal de ratas ayunadas

48 horas con inyeccidn intraperitoneal de solucidon de MICA

a dosis de 50 y 200 mg por Kg de peso de rata.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
ne 14 y Gréafica n2 12. Como se puede observar la actividad enzima-
tica de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa presenta también una va-
riacibn significativa frente al valor control, pero en este caso, tan-
to el aumento como el grado de significancia de esta variacién (P <

0.02) es menor que el encontrado en ratas alimentadas.
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TA3SLA n2 13

Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre las actividades de los enzimas,
lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de corteza renal
de ratas alimentadas.

A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de solucidén salina, y a los animalés problema 1 ml de
solucidn de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata); todos tres horas antes de la muerte. La actividad enzimética se ex
presa en nmolesvde sustrato transformado x minuto_] X mg—] de proteina. EIl t representa el error estandar de la me-

dia. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
N2 Actividad Neo Actividad N2 Activiaad
exp. enziméatica exp. enzimética P exp. enziméti-a P
LDH 7 3.0447%F 332 10 2.750 % 277 <0.90 6 3.647 £ 308 <0. 30
PEPCK 9 34+ 2 6 62F 3 <0.001 5 65t 2 <0.001
FDPasa 10 157+ 7 11 1501 10 <0.90 6 162+ 7 <C.90
GlubPasa 7 i1131‘7 7 116%9 <0.90 6 120 215 <0. 50




Actividades enziméaticas

GRAFICA n2 11

MICA, 20 mg/kg

200%} N MICA, 200 mg/kg

1009,

Control L DH PEPCK FDPasa GlubPasa

Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de ra
ta) sobre las actividades de los enzimas, lactato deshidrogenasa, fosfoenol-
piruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de corte-
2a renal de ratas alimentadas. Las actividades enzimaticas se expresan como

porcentajes de actividad respecto a los valores controles.
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TABLA n2 14

Efecto de la inyeccibn intraperitoneal de MICA(50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre las actividades de los enzimas,
lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y glucosa 6-fosfatasa de corteza renal
de ratas ayunadas 48 horas.

A los animales controles se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de solucidn salina, y a los animales problema 1 ml de
solucidn de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata); todos tres horas antes de la muerte. La actividad enzimética se ex

. ~1 .
presa en nmoles de sustrato transformado x minuto X mg de proteina. El % representa el error estandar de la me-

gia. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
N2 Actividad N& Actividad = N¢ Activid_ad o
exp. enzimética exp. enzimética exp. enzimética
LDH 4 4,.637%1.089 3 4, 870 t 481 <0.90 8 4,305 % 637 <0. 90
PEPCK 7 79t 4 5 95+ 3 <0.02 6 96+ 3 <0.02
FDPasa 3 186 119 3 194* 6 <0.90 5 163t 14 <0, 50
GliubPasa 7 137 % 26 5 140% 3 <0.90 5 12713 <0.50 {
j o
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3.8.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ACTINOMICINA D Y
CICLOHEXIMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOE-
NOL. PIRUVATO CARBOXICINASA RENAL EN RATAS ALI-
MENTADAS TRATADAS CON MICA.

Uno de los procedimientos para establecer la natu-
raleza de la activacidn de una enzima es el empleo de antibibticos in-
hibidores de la sintesis protéfca tales como actinomicina D y ciclohexi

mida.

La actinomicina D actua inhibiendo la sintesis de
RNA mensajero (191) mientras que la cicloheximida bloguea la sfn-
tesis de las .cadenas peptidicas a nivel ribosbmico (192). En ambos
casos, se produce inhibicidon de la sintesis proteica. Si la adminis—
tracién de tales sustancias bloguea la activacion enziméatica provo-
cada por un determinado agente causal se puede establecer que esa
“activacibdn se debe a la sintesis '"de novo!' de la proteina enzimética.
Si por el contrario no bloguea dicha activacion se puede establecer
que se debe a una activacidn propia de la proteina enzimética exis-

tente.

LLa dosis de actinomicina D empleada en estas expe-
riencias (12.5 pg/100 g de peso corporal) es muy pequefa, para evi-
tar la mortalidad de las ratas a dosis mayores. L.a eficacia de la do-
sis empleada se comprobd observando la inhibicidn producida en la
activacidn de la fosfoenoipiruvato carboxicinasa por la administra-

cién de triamcinolona (111).
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3.8. 1.~ Efecto de la Actinomicina D sobre la activacidn de la fosfoenol-

piruvato carboxicinasa renal de ratas tratadas con MICA.

La solucidn de MICA a una dosis de 50 mg por Kg
se inyectd intraperitonealmente, asf como en actinomicina D en dosis
de 12.5);19 por 100 g de peso de rata (contenido en 1 mil de solucidn
salina fisiolbgica) treinta minutos antes del tratamiento con MICA (en
forma habitual). Los controles recibieron sendas inyecciones de solu-
cibdn salina en cada caso. La triamcinolona se inyectd intramuscular-
mente en dosis de 2.5 mg por rata tres horas antes de 'a muerte del

animal. El tratamiento completo fué el siguiente:

a) Ratas controles :

- Inyeccion de solucidn salina.

- Inyeccién de solucidn salina a los treinta minutos.

b ) Ratas tratadas unicamente con triamcinolona:

- Inyeccibn de solucion salina.

— Inyeccibn de triamcinolona a los treinta minutos.

c) Ratas tratadas unicamente con Actinomicina D:

- Inyeccibdn de Actinomicina D,

— Inyeccidn de solucidn salina a los treinta minutos.

d) Ratas tratadas unicamente con MICA:

— Inyeccibén de solucidon salina

— Inyeccidn de MICA a los treinta minutos.
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e) Ratas tratadas con triamcinolona y actinomicina D:

- Inyeccibn.de actinomicina D.

- Inyeccidn de triamcinolona 30 minutos después.

f) Ratas tratadas con MICA y actinomicina D.

- Inyeccibdn de actinomicina D

— Inyeccibn de MICA 30 minutos después.

En todos los casos los animales se sacrificaron
tres horas después de la segunda inyeccibén. Desde el inicio del
tratamiento todos los animales ayunaron y tuvieron libre acceso al

agua.

Los resultados se muestran en la Tabla n2 15 y Gra-
fica n2 13. Como puede observarse la administracion de Actinomicina
D impide la activacién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal es-

timulada tanto por MICA como por triamcinolona.
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TABLA n2 15

Efecto de la actinomicina D sobre la activacién de la fosfoenolpiruva-
to carboxicinasa de corteza renal de ratas alimentadas tratadas con
MICA 50 mg/Kg de peso de rata. .

El tratamiento completo se describe en la Seccidn 3. 8. 1. La actividad
enzimética se expresa en nmoles de sustrato transformado x minuto_] .y

-1 . L
xmg . El t representa el error estandar de !a media. P indica el

grado de significancia.

N¢
exp Actividad enzimética P
Control 6 3322
Actinomicina D 6 32% 2 <0.90
Triamcinolona 7 673 <0.001
MICA 50 mg/kg 7 6671 2 <0.001
MICA + Actinomicina D 6 31%3 <0.90
Triamci. + Actino. D 7 35+ 2 <0. 50
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Actividad enzimética

60

30

GRAFICA n2 13

o V7777724747777

Efecto de la actinomicina D sobre la activacidn de la fosfoenolpi-
ruvato carboxicinasa renal de ratas alimentadas tratadas con MIl-
CA 50 mg/Kg de peso de rata. La actividad enzimética se expresa
en nmoles de sustrato transformado x minuto_] X mg-1 de proteina;
=iendo (a): controles; (b): actinomicina D; (c): triamcinolona; (d):
MICA 50 mg/Kg; (e): MICA 50 mg/Kg+ actinomicina D; (f): triamci-
nolona + actinomicina D. Las barras verticales representan el error

estandar de la media.

144



3.8.2.- Efecto de la cicloheximida sobre la activacidn de la fosfoenol-

piruvato carboxicinasa renal de ratas tratadas con MICA.

La cicloheximida se inyectd intraperitoneaimente en
dosis de 1 mg (en 1 ml de solucidn salina) cinco y dos horas y media
antes de sacrificar a los animales. El MICA se inyectd junto a la triam-
cinolona tres horas antes del sacrificio de los animales. Los controles
recibieron en cada caso las correspondientes inyecciones de solucidn
salina. A los animales que no recibian se les inyectaba al mismo tiempo
solucibn salina. Todos los animales se sacrificaban a las cinco horas

de iniciado el tratamiento.

La Tabla n2 16 y Grafica n? 14 describen los resul-
tados obtenidos en estos tratamientos. Se observa claramente que la
cicloheximida hace retornar a sus valores basales la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa estimulada por el tratamiento con MICA
y'triamcinolona, lo que indica que el aumento de la actividad de la fos-
foenol'pir*uvato car‘boxicilésa por MICA se debe a la sintesis ""de novo"

de la proteina enzimatica.
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TABLA n2 16

Efecto de la cicloheximida sobre la activacidn de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa de corteza renal de ratas alimentadas tratadas con MIl-
CA 50 mg/Kg de peso de rata.

El tratamiento completo se describe en la Seccifn 3.8.2. La actividad
enzimatica se expresa en nmoles de sustrato transformado x mir\uto_1
x mg“1 . El * representa el error estandar de la media. P indica el

grado de significancia.

N¢
exp- Actividad enzimética =
Control 6 32t 2

Cicloheximida 6 33+ 2 <0.90
Triamcinolona 6 65 2 <0.001
MICA 50 mg/kg 7 65t 2 <0.001
MICA * Ciclohexim. 7 332 <0.90
Triam. + Ciclohexim. 7 31+ 1 <0.90
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Actividad enzimética

60

30

GRAFICA n2 14

T

7777/ A

B
N/

Efecto de la cicloheximida sobre la activacion de la fosfoenolpiru-
vato carboxicinasa renal de ratas alimentadas tratadas con MICA
50 mg/Kg de peso de rata La actividad enzimética se expresa en
nmoles de sustrato transformado x minuto—] X mg_1 de proteina;
siendo (a): controles; (b): cicloheximida; (c): triamcinolona; (d):
MICA 50 mg/Kg; (e): MICA 50 mg/Kgtcicloheximida; (f): triamci-

nolona + ciclohéximida. Las barras verticales representan el

error estandar de la media.



3.9.- CONCENTRACION DE LOS INTERMEDIARIOS METABOL ICOS
DE LA GLUCONEOGENESIS HEPATICA Y RENAL DE RATAS
TRATADAS CON MICA.

Estas experiencias se han realizado con el fin de
tener un mayor conocimiento del funcionamiento "in vivo! de la gluco-
neogénesis en ratas tratadas con MICA, tanto en lo que se refiere al
proceso hepéatico como al renal. Para la determinacibdn de los metabo-
litos intermediarios de la glucdneogénesis se ha recurrido a la técni-
ca del congelado instantdneo del tejido con nitrégeno Ifquido con lo que
se logra reducir al minimo los cambios que se originan '"post mortem!

de las concentraciones de estos metabolitos.

3.9.1.- Concentracibn hepatica de los i ntermediarios metabbdlicos de

la gluconeogénesis en ratas alimentadas tratadas con MiCA.

Las ratas problema eran inyectadas intraperitoneal-
mente con solucidén de MICA en dosis de 30 y 200 mg/Kg de peso de rata,
mientras que las controles lo eran con solucibén salina. La muerte del
animal era exactamente a las 3 horas, no transcurriendo més de 10 se-

gundos sin que el tejido fuera congelado.

En los resultados expuestos en la Tabla n? 17 y Gra-
ficas nlmeros 15 y 19 puede apreciarse como el piruvato, fosfoenolpi-
ruvato, 2 fosfogliceraby 3 fosfoglicerato aumentan signifi'cativamente
con ambas dosis de MICA, siendo el aumento més pronunciado con la
dosis de 200 ma/Kg. de pc o de rata. Por otra parte es interesante

destacar los descensos del malato y de las hexosas monofosfato vy el
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aumento del lactato, sobre todo a dosis mas alta. Conviene hacer men-
cibn del descenso en la razdn lactato/piruvato en las ratas tratadas,
siendo este descenso de un 57% para las tratadas con MICA a dosis

de 50 mg/Kg de peso de rata y de 87% para las de 200 mg/Kg de peso

de rata.

3.9, 2. - Concentracidn hepética de los intermediarios metabdlicos de la

gluconeogénesis de ratas ayunadas 48 horas tratadas con MICA.

En los resultados expresados en la Tabla n 18 y Gra-
ficas nlmeros 16 y 19 puede apreciarse, de igual manera que en el caso
de ratas alimentadas, como el piruvato, fosfoenolpiruvato, 2 fosfoglice-
rato y 3 fosfoglicerato aumentan significativamente respecto a los con-
troles, asf como el lactato (de modo muy significativo con la dosis de
200 mg/Kg de peso de rata) y hay un descenso de las hexosas monofosfa-

to y malato. La razdn lactato/piruvaic desciende significativamente.

3.9, 3.- Concentracion renal de los intermediarios metabdlicos de la

gluconeogénesis de ratas alimentadas tratadas con MICA.,

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla n®
19 y Graficas ntmeros 17 y 20. Como puede observarse en el caso de
{as ratas tratadas con MICA (50 mg/Kg de peso de rata), la mayoria
de los metabolitos se encuentran disminuidos en su concentracidon res-—
pecto a los valores con::oles. La razbn Iactato/pir*uvato no solo no

se encuentra disminuida sino que por el contrario aumenta en un 109, .

£n el caso de dosis de MICA de 200 mg/Kg de peso
de rata, se puede observar como el piruvato, fosfoenol piruvato, 2 iv-
foglicerato y 3 fosfoglicerato aumentan ligeramente frente a los contro-

les, mientras que la razbn lactato/piruvato disminuye en un 20%.
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3.9.4,- Concentracidn renal de los intermediarios metabblicos de la

gluconeogénesis de ratas ayunadas 48 horas tratadas con MICA.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla n2
20 y Graficas nlmeros 18 y 20. Con dosis de 50 mg/Kg de peso de rata
se puede observar que existen aumentos significativos en las concentra-
ciones de lactato, fosfoenolpiruvato, 2 fosfoglicerato y 3 fosfoglicerato,
mientras que descienden las concentraciones de triosas fosfato fructosa
difosfato y hexosas monofosfato. Por otra parte el OAA baja en un 25%

del valor control y la razén lactato/piruvato no se altera.

Con dosis de 200 mg/Kg de peso de rata se observan
aumentos significativos en las concentraciones de lactato, piruvato
fosfoenolpiruvato, 2 fosfogliceratoy 3 fosfoglicerato, descendiendo la

razbn lactato piruvato en un 40 %.




TABLA n2 17

Efecto de la administracidn de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre la concentracién en hfgado de los intermediarios metabblicos de la glconeogénesis en ratas alimen-

tadas.

L . . . sa . -1 -
Intermediarios metabblicos en higado, tres horas despues del tratamiento, por inyeccidon intraperitoneal, con MICA. Los valores se expresan en pmoles x gramo de tejido

fresco. EIl* representa el error estandar de la media. El nlmero de observaciones se indica debajo de los valores. LAC, indica lactato; PIR, piruvato; MAL., malato; PEP,

fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; G6P, glucosa 6-fosfato.

LAC PIR MAL OAA PEP 2PGA 3PGA TRP FDP FeP G6P
CONTROLES | 1-470%0.105} 0.063%0.012] 0.606%0.045 ] 0.013%0.002 | 0.121*0,009] 0.100%0.009 | 0,438*0,015 | 0.046*0.006} 0.021+0.001 ] 0.089+0.010] 0.558*0.049
9 6 9 3 10 9 12 6 9 11 10

MICA 50 mg/kg

1.729%0.127

0.179%0.012

0.400%0.036

0.015%0.002

0.220%0.034

0.156%0.003

0.616%0.028

0.052%0,004

0.025%0.002

0.080%0.006

0.332%0.025

7 7 7 3 6 5 5 7 7 7 7
Veces control 1.17 2. 84 0.66 1.15 1.82 1.56 1. 41 1.13 1.19 0.90 0. 59
MICA 200mg/kgL 2.155%20.100 | 0.558+0.100}0.179%0.023 | 0.015%£0.001 ] 0.535%0.048 ] 0.194%0,011 ]| 1.446%+0.076 | 0.042%0.003 | 0.019%0.002 | 0.049+0.003 } 0.208+%0.013

10 10 11 6 11 11 10 11 11 6 7
Veces control 1.47 8.86 0. 30 1.15 4.42 1.94 3.30 0.91 0.90 0.35 0.37




TABLA n2 18

Efecto de la administracion de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre la concentracion en hfgado de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en ratas ayuna

das. 48 horas

A . . . fo - -1
Intermediarios metabblicos en hfgado, tres horas despues del tratamiento, por inyeccidén intraperitoneal, con MICA. L.os valores se expresan en umoles x gramo

de tejido

fresco. El £ representa el error estandar de la media. E! nUmero de observaciones se indica debajo de los valores. LAC, indica lactato; PIR, piruvato; MAL, malato; PEP,

fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; G6P, glucosa 6-fosfato.

LAC PIR MAL OAA PEP 2PGA 3PGA TRP FoP FeP G6P
conNTROLEs | 0.756%0.089 | 0.044+0.003 | 0.366t0.048 | 0.017+0.005| 0.10920.011} 0.106%0.006 | 0.259%0.017 | 0.029+0.005 | 0.022+0.004 | 0.047%0.007 | 0.145%0.021
6 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6
MICA 50 mg/kg| 0.868%0.150 | 0.165%0.034 | 0.22240.019 | 0.013+0.001 | 0.161£0.025 | 0.16140.018 | 0.521%0.099 | 0.035%0.001 } 0.0120.001 | 0.030%0.003 | 0.076%0. 008
5 5 5 5 5 5 5 4 4 5 5
VVeces control 1.15 3.75 0.61 0.76 1.48 1.52 2.00 1.16 0.55 0.64 0,52
7MICA 200mg /kg| 4 045%0.458 |0.675%0.026 | 0.17640.013 | 0.016%0.001 | 0.778%0.034 | 0.284%0.005 | 2.015%0.082 } 0.037£0.001 | 0.016+0.001 | 0,025%0.001 | 0.059%0.006
6 6 5 5 6 6 6 4 4 6 6
Veces control 5, 35 15. 34 0.48 0.94 7.14 2.68 7.78 1.28 0.73 0.53 0.41




TABLA n2 19

Efecto de la administracidén de. MICA(50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre la concentracidn en rifion de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en ratas alimen

tadas.

L . . . . S - -1
Intermediarios metabblicos en rifidn, tres horas despues del tratamiento, por inyeccibén intraperitoneal, con MICA. Los valores se expresan en umoles x gramo

de tejido

fresco. El X representa el error estandar de la media. El nUmero de observaciones se indica debajo de los valores. LAC, indica lactato; PIR, piruvato; MAL., malato; PEP,

fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difosfato; FeP, fructosa 6-fosfato; G6P, glucosa 6-fosfato.

LAC PIR - MAL OAA PEP 2PGA 3PGA TRP FDP FepP G6P
CONTROLES | 1.923%0.114]1 0.047%0.002 | 0.386%0.015| 0.010+0.000 | 0.039%0.003 | 0.031*0.003| 0.140%0.016]10.038%*0.006 | 0.023%0.001f 0.016*0,001] 0.039*0.002
10 10 8 4 10 10 10 5 6 7 8
MICA 50 mg/kg| 1.734%0.069] 0.039%0,004 | 0.379%0.037 | 0.005%0,000 | 0,048+0,004 | 0.034%0,005] 0.139%0.007 | 0.032%0.004 | 0.028*0.004] 0.016%0.000 | 0.038%0.002
5 6 6 5 6 6 6 6 5 3 3
Veces control 0.90 0.83 0.98 0.50 1.23 1.09 0.99 0.84 1.12 1.00 0.97
MICA200 mg/kg| 2.009+0.225 | 0.063+0.009 | 0.336+0.028 | 0.005%0.000 | 0.053+0.006 | 0.03520.005]0.183%0.022 | 0.03820.002 | 0.026%0.002 | 0.015*0.001 | 0.0300.005
8 5 9 4 9 11 10 5 6 4 7
Veces control 1.05 1.34 0.87 0.50 1.36 1.13 1.25 1.00 1.04 0.94 0.77




Efecto de la administracién de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata

das 48 horas.

Intermediarios metabdlicos en rifidn,

TABLA n2 20

tres horas despues del tratamiento, por inyeccibn intraperitoneal, con MICA. Los valores

-1
se expresan en umoles x gramo

) sobre la concentracidn en rifién de los intermediarios metabdlicos de la gluconeogénesis en ratas ayuna

de tejido

fresco. EIl+ representa el error estandar de la media. El nimero de observaciones se indica debajo de los valores. LAC, indica lactato; PIR piruvato; MAL, malato; PEP,
b ’

fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; TRP, triosas fosfato; FDP, fructosa 1-6 difosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; G6P, glucosa 6-fosfato
; .

LAC PIR - MAL OAA PEP 2PGA .,  3PGA TRP FDP FepP G6P
CONTROLES | 1.247%0.094 |0.055%0.003 |0.315%0.021 | 0.016%0.003 0.054%0.009 | 0.044%0.004]0.163*0.011 | 0.041*0.004] 0.025%0.001 | 0.031£0.005] 0.066*0.004
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
MICA 50 mg/kg| 1-544%0.227] 0.063%0.002} 0.282%0.037 0.012t0.003 | 0.127+0.009| 0.057+0.004) 0.300+0.017} 0.03220.002] 0.022*0,003 | 0.025*0.002] 0.064%0.006
5 5 5 5 5 5 5 4 4 5 5
Veces control 1.24 1.14 0.90 0.75 2.35 1. 30 1.84 0.78 0.88 0.81 0.97
MICA 200mg/kgr 7 143+0.539 | 0.601+0.136 | 0.288%0.016] 0.013%0.001 | 0.190*0.028] 0.077£0.007 | 0.465%0.060 | 0.032%0.003 | 0.027%0.003 0.018%0.001 | 0.065%0. 006
4 4 5 5 5 5 5 4 4 5 5
Veces control 5.73 10,93 0.91 0. 81 3.52 1.75 2.85 0.78 1.08 0.58 0.98
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VECES VALOR CONTROL

L

GRAFICA n2 15
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Efecto de la administracibn de MICA sobre las concentraciones de los intermediarios metabbdlicos de la gluconeogé-
sis en higado de ratas alimentadas. Los datos se expresan como miltiplos de los valores controles, siendo (O): ML

CA 50 r 3/kg; ( ®): MICA 200 mg/kg. El nimero de observiciones se indica al lado de cada punto.



VECES VALOR CONTROL

GRAFICA n2 16

Efecto de la administracidn de MICA sobre las con: entraciones de los intermediarios metab(

nesis enhfgadc -atas ayunadas 48h.Los datos se expresan como m(ltiplos de los valores

5 5
S — L
F
5 5
> P

:0s de la gluconeogt -

roles, siendo( {1},

MICA 50 mg/ke 1): MICA 200 mg/kg. El nim=ro de observaciones se indica al lado de cada punto.



VECES VALOR CONTROL
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GRAFICA n2 17
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Efecto de la administracidn de MICA sobra las concentraciones de lo

S intermediarios metabdlicos de la gluconeogéne-

sis en rifidn de ratas alimentadas Los datos se expresan como miltiplos de los valores controles, siendo (J):

MICA S0+ ) gy £@ ) MICA 200 ma/la. B ~fimer o e oboervacione = o indica- ol 100 de cada punto.



VECES VALOR CONTROL

GRAFICA n2 18
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Efecto de la adm?nistracién de MICA sobre las concentraciones de los intermediarios metabblicos de la gluconec« -

sis en rifidn d tas ayunadas 48 horas.lL os datos se expresan como mltiplos de los valni es controles, siend:

MICA 50 mg/k 3): MICA 200 mg/kg. EI nUmero de observaciones se indica al lado de cada punto.




RAZON LACTATO/PIRUVATO

20

10

GRAFICA n2 19

a b C

Alimentadas Ayunadas (48 horas)

a

Efecto de la administraciéon de MICA (50 y 200 mg/kg de peso
de rata) sobre la razbdn I_actato/Pir‘uvato en hfgado de ratas
alimentadas y ayunadas 48 horas. Siendo (a): Razbdén Iactato/

piruvato control; (b): MICA 50 mg/kg; (c): MICA 200 mg/kg.
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RAZON LACTATO/PIRUVATO

156

GRAFICA n2 20

a0}

20 -

o V20

a b

Alimentadas Ayunadas (48 horas)

a

Efecto de la administraciéon de MICA (50 mg y 200 mg/kg de pe-
so de rata) sobre la razbén L_actato/Pir'uvato en rifdn de rates
alimentadas y ayunadas 48 horas. Siendo (a): Razdbn lactato/

" piruvato control; (b): MICA 50 mg/kg; (c): MICA 200 mg/kg.



3.10.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE MICA SOBRE LOS NI-
VELES DE GLUCOSA Y LACTATO EN SANGRE Y GLUCOGE-
NO HEPATICO.

éomo en el caso anterior (Seccidn 9), .estas experien-
cias se han realizado con el fin de obtener informacibn acerca del efec-
to de ta administracién de MICA sobre el metabolismo gluclfdico '"in vivo''.
Para ello se ha determinado en estos animales la glucemia, la reserva

de glucbgeno hepético y el contenido de lactato en sangre.

3.10.1. - Efecto de la administracibn de MICA sobre los niveles de

glucosa y lactato en sangre y glucdgeno hepético en ratas

"alimentadas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla n?®
21 y Gréafica n? 21. Se puede observar que el lactato no varfa de una
forma significativa respecto a los valores controles; la glucosa des-
ciende signficativamente en ambos casos. E! glucbgeno, confirmando lo
resefiado en la bibliografla (143) desciende hasta desaparecer en el

caso de la dosis de 200 mg/Kg de peso de rata.

3.10.2. - Efecto de la administracion de MICA sobre los niveles de

glucosa y lactato en sangre y glucbgeno hepético de ratas

ayunadas 48 horas.

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla n®
22 y Grafica n? 21. Se observa un descenso en los niveles de lactato y
glucosa en sangre, no existiendo practicamente glucdégeno en ninglr -

so, como corresponde a animales ayunados.



TABLA n?2 21

Efecto de la administracibdn de MICA (30 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre los niveles de glucosa y lactato en sangre y

glucbgeno hepético en ratas alimentadas.

A los animales controles y problemas se les aplicd el tratamiento correspondiente en la forma habitual. La concentracidn
. ' -1 , .

de glucosa y lactato viene expresada como pmoles de glucosa y lactato x ml de sangre. El| glucbdgeno hepético se expre

. -1 ; .
sa como equivalentes de glucosa pmoles x gramo de hfgado fresco. EI + represanta el error estandar de la media. P in_

dica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
o] o] (o]
N> Concentracidn NE Concentracibdn P N2 Concentracibn P
exp exp. exp.
Lactato 3 1.975% 0.443 7 1.515% 0,184 <0. 50 5 2.557%0.190 <0, 30
Glucosa 5 6.143% 0,140 10 4,6027* 0,302 <0.001 5 1.888+ 0,273 <0.001
Glucbgeno 5 25.882 %0, 541 8 3.730 £1.791 <0.001 4 0.010 *0.000 <0.001




6G1

TAELA n2 22

Efecto de la administracién de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de rata) sobre los niveles de glucosa y lactato en sangre
y glucbgeno hepético en ratas ayunadas 48 horas.

A los animales controles vy problemas se les aplicd el tratamiento correspondiente en la forma habitual. La concentra -
cibn de glucosa o lactato viene expresada como pmoles de glucos™ o lactato x ml_1 de sangre. El glucbgeno hepético se
expresa como equivalentes de glucosa Pmoles x gramo—1de hfgacc iresco. El+ representa el error estandar de la me-

dia. P indica el grado de significancia.

CONTROLES MICA 50 mg/kg MICA 200 mg/kg
N2 ., Ne -y N©
Concentracidn Concentracibn P - Concentracibn P
exp exp exp
Lactato 3 2.191% 0,063 3 1.474% 0,186 <0.02 4 1.411% 0,147 <0.02
Glucosa 3 3.221% 0.001 4 2.701%0.185 <0.05 4 1.255% 0.176 <0.001
Glucbgeno 5 0.296% 0,142 4 0.019% 0.000 <0.10 4 0.015%0.000 <0.10




Concentracibdn de glucosa en sangre

GRAFICA n2 21
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Efecto de la administracidn de MICA (50 y 200 mg/kg de peso de ra-

ta) sobre la glucemia en ratas alimentada‘s y ayunadas 48 horas. Los
valores de glucosa en sangre se expresan en }Jmoles de glucosa x ml~
de sangre, siendo (a): glucemia control; (b): MICA 50 mg/kg; (c): MICA
200 mg/kg de peso de rata. Las barras verticales repreéentan el error

estandar de la media.

160



3.11. - EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE MICA SOBRE LA GLU-
CEMIA A LO LARGO DEL TIEMPO,DESPUES DE LAS TRES
HORAS DE sU ADMINISTRACION.

Los resultados expuestos en la Seccidén 6 indicaban
una mayor capacidad gluconeogénica de la corteza renal tras el trata-
miento con MICA muy especialmente en ratas alimentadas. Por otra
parte, los niveles de glucemia en estos animales descienden conside-
rablemente, incluso a la dosis de 30 mg de inhibidor / Kg de peso de
rata. Parecla interesante por tanto determinar la glucemia en el pe-
riodo inmediatamente posterior al ya estudiado, con el fin de obser-
var si existfa una recuperacién de los valores de glucosa, tal como

parecfa probable dada la mayor capacidad gluconeogénica renal.

Tras los primeros ensayos, y teniendo en cuenta
la gr’ar; mortalidad producida después de las tres horas del tratamien-
to con MICA a dosis de 200 mg/Kg de pesc de rata, se selecciond la

dosis de 50 mg/Kg de peso de rata.

Los resultados obtenidos en el transcurso de las
tres a las seis horas después de la administracidn se expresan en la
Tabla n2 23 y Grafica n? 22, donde se puede observar como efectiva-
mente a la quinta hora se restablece la glucemia a sus valores inicia=

les .

[E=3!



TABLA n2 23

Efecto de la administracidén de MICA sobre la glucemia a lo largo del tiempo
despues de las tres horas de su administracion. 4

-5 animales correspondientes a 0 horas fueron inyectados con solucién sali_
na, los demas animales lo fueron consolucién de MICA 50 mg/kg de peso de ra
ta, midiendose la glucemia a las 3, 4, 5y 6 horas del tratamiento. Los valores
de glucosa en sangre se expresan en pmoies de glucosa x ml—1 de sangre. EI

+ representa el error estandar de la media. P indica el grado de significancia.

N2
Glucosa en sangre P

exp.
0 heras 5 6.143%0.140
3 horas 10 4,602 * 0,302 <0.001
4 horas 6 5.880* 0.069 <0.02
5 horas 6 6.149*0.089 <0.90
6 horas 6 » 6.051% 0,200 <0.90




Concentracibn de glucosa en sangre

GRAFICA n? 22
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Tiempo (horas)

Efecto de la administracidén de MICA (50 mg/kg de peso de rata)

sobre la glucemia a lo largo del tiempo despues de las tres ho-

ras de su administracion. L.os valores de glucosa en sangre se
-1

expresan en }Jmoles de glucosa x mi de sangre. Las barras

verticales representan el error estandar de la .media. El nt-

mero de observaciones se indica al lado de cada punto.
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3.12.- CAPACIDAD GLUCONEOGENICA DEL HIGADO A LAS SEIS
HORAS DE LA ADMINISTRACION DE MICA

Dada la interferencia que produce la reserva de glu-
cbgeno —aunque es pequefia en estas condiciones-— en las ratas
alimentadas para la medida de la capacidad gluconeogénica tras la ad-
ministracidon de MICA (50 mg/Kg de peso de rata), se ha investigado la
capacidad de formacién de glucosa a partir de piruvato en hfgado per-
fundido procedente de animales ayunados 48 horas y tratados con MICA
a las 6 horas del tratamiento. Se pretendfa comprobar si en estas con-

diciones existfa o nd una recuperacidn del funcionalismo hepético.
Los resultados se muestran en la Tabla n® 24 y Gréa-
fica n® 23. Se puece observar como a las seis horas después del trata-

miento con MICA la capacidad gluconeogénica hepatica no es mayor que

la exhibida a las tres horas.
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164



TABLA n2 24
Efecto de la administracidn de ’MlCA (50 mg/kg de peso de rata) sobre
la capacidad gluconeogénica de hfgado perfundido a las seis horas del
tratamiento con el inhibidor a partir de piruvato a una concentracion
10 mM.
L.os valores de glucosa producida se expresan en pmoles de glucosa x
x hor'a_1 dé perfusibn x gramo—] de higado seco.El + representa el
error estandar de la media. P indica el grado de significancia. l_os.
pesos medios de los hfgados secos fueronl. 43 g para los controles,
1.70 g paraMICA 50 mg/kg a las tres horas, 1.59 g para MICA 200 mg/

kg a las seis horas.

N2 Glucosa producida tl =
exp. Inhibic.
0 horas 6 246.3%13.8
3 horas 5 155.4% 2.1 37 <0.001
6 horas 6 144,1%8.2 41 <0.001
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Efecto de la administracién de MICA (50 mg/kg de peso de rata) so-
bre la capacidad gluconeogénica hepética a las seis horas del trata
miento con el inhibidor, a partir de piruvato a concentracidon 10 mM.
(®): glucosa encontrada en el medio de perfusién control; (O): MICA
50 mg/kg a las tres horas; (% ): MICA 50 mg/kg a las seis horas. -
L.as barras verticales - nresentan el error estandar de la media. -
El nUmerc de axne. .enhcias se indican entre paréntesis. PIR indica
piruvato. L.os pesos medios de los higados secos fueron 1.43 g pa-

ra los controles (0 horas), 1.70 g para MICA 50 mg/kg a las tres ho

ras, 1.59 g para MICA 50 mg/kg a las 6 horas.

66



1V. - DISCUSION







1V. - DISCUSION

4.1.- Inhibicibn selectiva de la gluconeogénesis hepéatica

Existe una amplia bibliograflfa sobre inhibidores de
la gluconeogénesis (véase la seccién 1.2. de la parte tebrica). Los inhi
bidores seleccionados para ser utilizados en este trabajo pueden consi-
derarse entre los mas caracterfsticos del grupo, siendo por una parte
suficientemente activos y actuando por otra parte cada uno de ellos por -

mecanismos diferentes.

El 4cido quinollnico es un metabolito normal en el
organismo, procedente del catabolismo del triptéfano, y es en definiti-
va el responsable de la inhibicidon de la gluconeogénesis que provoca la
administracidn en cantidad suficiente del amino&cido. La inhibicidon se

produce a nivel de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa —enzima clave del

proceso- , aparentemente por quelacidén del ién ferroso, que parece ac
tuar como cofactor natural de la reaccidn enzimética. El &cido quinoll-
nico, a la concentracibn -relativamente alta (2.4 mM} a la que resulta
eficaz como inhibidor de la gluconeogénesis hepética, produce también
una fuerte inhibicidn de la gluconeogénesis renal. Este resultado, que
coincide con experiencias en rifién de rata realizadas con posterioridad

a los trabajos del grupo de Lardy sobre higado (196), exclufan claramen

te su utilizacidn como inhibidor selectivo de la gluconeogénesis hepética.

El acido 4-pentenoico actua como inhibidor de la glu-
coneogénesis por un mecanismo totalmente diferente al que acabamos de
describir para el acido quinolfnico. Se trata en este caso de un mecanis
mo de competencia, ya que el &cido 4-pentenoico, que es una sustancia
extrafia al organismo, se metaboliza, sin embargo por la misma via que
los Acidos grasos habituales, utilizando para ello los coenzimas comunes
( carnitina y coenzima A ). La via oxidativa del acido 4-pentenoico se de-

tiene, sin embargo, en la etapa de acriloil CoA, provocando por tanto el



agotamiento de coenzima A, e impidiendo la oxidacibdn de otros &cidos gra
sos. En definitiva, ello se traduce en la falta de poder reductor y de ATP
necesarios para la sintesis de glucosa. Dada la importancia de la oxida-
cidn de los acidos grasos como fuenie de energfa y de equivalentes de re-
duccién para el proceso gluconeogénico no es de extrafiar que el dcido 4~
pentenocico afecte la sintesis de glucosa tambien a nivel renal. Este re-
sultado coincide con el resefiado previamente por Senior y Sherratt en
ratas ayunadas(197) y descartaba totalmente la utilizacion del &cido 4-pen

tenoico como inhibidor selectivo de la gluconeogénesis hepética.

El a4cido 5-metoxi-2-indol carboxllico (MICA) produ-
ce solamente una ligera inhibicién de la gluconeogénesis renal cuando se
LAade a la concentracidn de 0.2 y 0.8 mM. La razdn del poco efecto de es-
ta sustancia a nivel de la corteza renal parece residir -de acuerdo con
los datos bibliogréaficos recogidos en la parte tebrica~ en su lenta incor-
poracién a las mitocondrias de las células corticales del rifidn, en con-

traste con la rapida penetracidn en las mitocondrias hepéticas.

En efecto, ta inhibicidbn de la gluconeogénesis por esta
sustancia es secundaria a la inhibicidon del metabolismo mitocondrial del
piruvato (oxidacién y carboxilacién). La carboxilacidén del piruvato es una
etapa intermedia en la incorporacidn del esqueleto carbonado del lactato,
alanina y piruvato en giucosa, mientras que su descarboxilacibn oxidativa
representa una fuente importante de ATP y de equivalentes de reduccidn
para dicho proceso. Por ello resulta evidente que la diferencia de capta-
cién de MICA por este organulo en ambos tejidos resulta fundamental en la
explicaciéon de su efecto sobre la gluconeogénesis. Existe por tanto una
aspecificidad tisular para los efectos del MICA, que parecen residir en

mayor estabilidad estructural de la mitocondria renal (152). Esta espe
cificidad ofrecfa la posibilid: d de utilizar el MICA como inhibidor selec-
iivo de la gluco—cogén: s hegatica para investigarla respuesta renal en

estas condiciones.
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Hay que sefialar, no obstante, que esta selectividad
no es completa, al menos en lo que se refiere a las experiencias realiza
das "in vitro". Efectivamente, el MICA inhibe la gluconeogénesis a par-
tir de lactato en hfgado perfundido cuando se afiade al medio de perfusibn
a las concentraciones ensayadas en rifidn, pero la inhibicidn solo es prac
ticamente completa a la concentracién de 0.8 mM, concentracidon gue pro-
duce una inhibiciébn no despreciable en la gluconeogénesis renal (25%) de-
terminada a partir de lactato en cortes de corteza renal procedentes de
ratas ayunadas 48 horas. Aunque no existen datos sobre |os mecanismos.
de metabolizacibny eliminacién de MICA, cabla pensar sin embargo que la
administracién de esta sustancia provocaria una concentraciéon de la mis-
ma —sin las modificaciones quimicasprevisibies en su metabolismo- en hf-
gado superior a la del rifidn, lo que evitarfa en parte el efecto directo del
inhibidor sobre la gluconeogénesis renal. A este respecto serfa cierta-
mente interesante conocer las concentraciones tisulares de MICA en hfga

do y rifibn tras su administracién a los animales de experimentacion.

A diferencia del clarfsimo efecto inhibidor de la glu-
coneogénesis que se obtiene por adicidén de MICA al higado perfundido,
la administracidén de este compuesto a las ratas hace disminuir en mucha
menor escala la produccidn de glucosa a partir de lactato, necesitando-
se la inyeccibn intraperitoneal de MICA a una fuerte dosis (200 mg/kg de
peso del animal) para obtener una inhibicibn del 50% . No obstante, la inhi
bicidn es tambien muy importante (44%) a una dosis 4 veces menor. Esta
claro por otra parte que la intubacidn intragstrica del inhibidor es poco
efectiva -y sujeta a muchas irregularidades, por razones obvias- por lo
que este tipo de administraciéon fue abandonado en el transcurso del tra-

bajo.

Contrariamente a lo que cabfa esperar, dado el meca-
nismo de la accibn inhibidora del MICA sobre la gluconeogénesis, la pro-

duccidn de glucosa en higado perfundido se afecta menos cuando se utiliza
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piruvato que cuando se utiliza lactato como precursor gluconeogénico en
ratas previamente inyectadas con MICA . Aunque ambos precursores se
metabolizan por una vlia comln —-el metabolismo del lactato en ia gluconeo
génesis pasa por piruvato- el paso de lactato a piruvato produce NADH,
con o que se obvia uno de los mecanismos de la inhibicidn. Una posible
explicacidn de este hecho residiria en la baja produccién de glucosa en-
contrada en los controles con piruvato, ya que la velocidad de produccidn
de glucosa en el hfgado de los animales tratados es claramente menor en
presencia de piruvato que en presencia de tactato en valores absolutos.
En cualquier caso estos resuitados parecen sefialar que |la falta de poder
reductor producida por la administracién de MICA no es tan decisiva co-
mo ei fallo de la carboxilaciébn del piruvato a oxalacetato en la explicacién

de su mecanismo inhibidor de la gluconeogénesis.

4. 2. - Induccidn de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y de |la capacidad

gluconeogénica renal

Como se ha indicado en la Introduccibn a esta Memoria,
el objeto de este trabajo era investigar la respuesta renal durante la inhi-
bicidn de la gluconeogénesis hepética, en la hipbtesis de que, de forma seme
jante a lo que ocurria en ratas con degeneracidn hepética experimental
conseguida con galactosamina (188), la disminucidn funcional del hfgado
Ilevaria aparejada una induccibén de la gluconeogénesis renal. La blsque-
da de un inhibidor selectivo de la gluconeogénesis hepéitica, que acaba-
mos de considerar, tenfa a su vez por objetivo inhibir el proceso gluco-
neogénico del higado alterando lo menos posible su compliejo funcionamien-
to bioquimico y fisiolbgico, que sufrfa graves perturbaciones con el trata-

miento de galactosamina.

Aunque acabamos de subrayar que el MICA no es un
inhibidor totalmente selectivo de la gluconeogénesis hepética, segln se

deduce de los resultados obtenidos " n vitro', las experiencias realiza-

|
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das en orden a determinar la capacidad gluconeogénica de la corteza re-
nal tras su administracidn a los animales de experimentacidn haclan su-
poner la existencia de una selectividéd completa "in vivo". En efecto, la
administraciéon de MICA a ratas, tanto alimentadas como ayunadas no so
fo no hace disminuir la capacidad gluconeogénica renal sino que se tradu
ceen un aumento de la misma cuando se determina a partir de lactato, glu
tamina y piruvato. Este hallazgo contrasta fuertemente con lo que ocurre
en el rifidn tras la administracién de &cido 4-pentenoico. En este caso, la
capacidad gluconeogénica de {a corteza renal es inhibida, aunque en me~
nor escala que en hfgado, hecho este Gltimo que es atribuido por los au-

tores del trabajo a la menor concentracidn renal del inhibidor (197).

Es verdaderamente notable la constancia encontra-
da en los porcentajes de activacidn sobre todo para la dosis menor de
MICA. Asi, el incremento en la capacidad gluconeogénica en ratas ali-
mentadas y tratadas con 30 mg/kg de peso de rata es del 139% para el
lactato (intubacidén gastrica) y de 141, 139 y 139% respectivamente pa-
ra lactato, piruvato y glutamina (inyeccidén intraperitoneal). E! incremen
to en la capacidad gluconeogénica para ratas ayunadas y tratadas con 50
mg/kg, de MICA oscila entre el 115y 118%. Para la dosis de 200 mg/kg,
del inhibidor, los valores son algo mas variables, variando entre 152 vy

172% en ratas alimentadas y entre 119 yv 126% en ratas ayunadas.

Resulta evidente que la activacidn del proceso gluco-
neogénico es mayor en los animales alimentados que en los ayunados. Sin
embargo, tanto en un caso como en el otro, existe una notable constancia
en la relacidon dosis-efecto, provocando siempre la dosis mas elevada (que
producia la inhibicidn mas fuerte en la gluconeogénesis hepéatica) un in: re
mento superior en la gluconeogénesis renal, lo que refuerza la hipbtesis

de la existencia de una relacidn entre ambos fenémenos.

La mayor activacidn de la glu .oneogénesis renal cuan
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do se determina a partir de lactato, piruvato y glutamina para las ratas

*ece sugerir que el mecanismo del

alimentadas que ipar‘a las ayunadas par
efecto producido por la administracién de MICA es el mismo que el res-
ponsablie —o, mejor dicho, que algunos de |os responsables- del aumento
en la capacidad gluconeogénica renal por el ayuno.De no ser asi, cabrfa
pvensar‘ que el borcentaje de aumento debido a la administracibébn de MICA
fuera el mismo (o mas parecidcl en ambas situaciones fisiolbdgicas. En
cambio, si el mecanismo es idénticoa algunos de los que operan en el ayu
no es lbgico pensar que la ton urrzncia de ambas situaciones (ayuno vy
tratamiento con MICA) no se traduzca en una suma aritmética de efectos.
Como se discutiréd mas adelante, este mecanismo comun podrfa estar liga-

do a la presencia de glucocorticoides en sangre.

A diferencia de lo que ocurre cuando se utilizan lac-
tato, piruvato y glutamina como precursores, no hay diferencias signifi~
cativas en la capacidad gluconeogénica renal por administracién de MICA
cuando se determina a partir de fructosa. Esta falta de activacibn sugerfa
un efecto a nivel de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, ya que de los cua-
tro sustratos empleados, la fructosa es el Unico que no utiliza esta enzima
en su camino de conversibn en glucosa {(véase el esquema de la pagina si-

guiente).

Efectivamente, el analisis de algunas de las activi-
dades enziméticas mas importantes implicadas en la gluconeogénesis (lac
tato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfa-
tasa y glucosa 6-fosfatasa) revela un incremento en la actividad ensaya-
ble de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal, mientras que el resto de
las actividades enziméticas no presenta niniguna modificacién. Es intere—
sante resaltar que, al contrario de lo que ocurria en ratas con degenera-
cidbn hepética experimental producida por administracién de Qalactosamina
(188), el incremento en la actividad ensayable de la fosfoenolpiruvato car

boxicinasa rena! no se corresponde con una inhibicién de dicha enzima en
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el hfgado.

La activacién es mucho mayor en ratas alimentadas
(182% del walor control) que en ayunadas (120% del valor control) para
la dosis de 50 mg/kg. Al aumentar la dosis a 200 mg/kg, se incrementa
solo muy ligeramente la activacidén en las ratas alimentadas (hasta 192%
del control) y no se altera ya la activacién correspondiente a las ratas
ayunadas. Aunque el incremento en la actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa es mayor que el ¢z '@ capacidad giuconeogénica renal y se
alcanza casi en su totalidad con una desis de 50 mg/kg, de MICA, existe
una notable relacidn de paralelismoc entre ambos fendbmenos sobre todo en
lo que se refiere a las diferencias que aparecen entre ratas alimentadas
v ayu'nadas. Por ello puede concluirse que e! aumenito en la capacidad
gluconeogénica renal a partir de lactato, piruvato, y giutamina provo-
cado por la administracion de MICA se debe fundamentalmente al aumen

to en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en dicho tejido.

Por lo que se refiere a la naturaleza de la activa-
cidn enzimética parece claro que se trata de un aumento en la cantidad
de proteina ya que el incremento de la actividad ensayable que se pro-
duce en nuestras condiciones experimentales no tiene lugar cuando las
ratas se tratan con actinimicina D o cicloheximida, antibibticos que inhi
ben la sfntesis de proteinas, actuancdo respectivamente a nivel de tras-
cripcién (191) y de traduccidn (192). Las experiencias llevadas a cabo
paralelamente con triamcinolona (un esteroide sintético con actividad
glucocorticoide) corroboran que las dosis de antibibdtico suministradas
eran capaces erah capaces de inhibir la conocida incuccibén de la fosfo-

enolpiruvato carboxicinasa por este tipo de sustancias.

Lina vez mas, estos resultados concuer*d.an con los
obtenidos anteriormente en el Departamento en ratas con degeneracidn
hepatica experimental conseguida con galactosamina, situacién en la que
el aumento de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa renal se

debe tambien a la sintesis de nueva proteina enzimética (188).
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4. 3. - Funcionamiento "in vivo!' de la gluconeogénesis hepatica y renal

La determinacibn de las concentraciones tisulares
de los metabolitos intermediarios de una determinada via metabblica es
un método empleado muy frecuentemente en la investigacidn bioquimica,
sobre todo para conocer el punto o etapa del proceso donde existe inhi_
bicidbn. El procedmiento se basa en que existen concentraciones estacio
narias de los intermediarios durante el funcionamiento de la ruta metabd
lica, concentraciones que son caracteristicas del estado fisiologico de
que se trate. La interrupcidn, aungue parcial, de una de las etapas del
proceso, lleva al aclmulo de los metabolitos anteriores a dicha etapa me
tabblica mientras que los metabclitos posteriores a la etapa interrumpi-
da decrece en sus concentraciones hasta valores por débajo ce la norma

lidad.

En cl '"perfil" de metabolitos intermediarios de la
gluconeogénesis obtenido en higado ce ratas alimentadas y tratadas con
MICA, que se sumariza en la gréafica n2 15, pueden observarse muy cla-
ramente, sobre toco para la dosis de 200 mg/kg, los puntos de inhibicion.
Por una parte se observa un fuerte acGmulo ce piruvato, frente a las ba-
jas concentraciones de malato y oxalacetato. Por oira parte, tambien se
acumulan fosfoenolpiruvato, 2-fosfoglicerato y 3-fosfogiicerato, mientras
que existen bajas ccncentraciones de triosas fosfato y hexosas fosfato.

El actmulo ce piruvato refleja el primer punto de inhibicién por MICA (
disminucidn del metabolismo mitocondrial de este cetoacido). El acimulo
de los otros metabolitos se debe a fa disminucidn de la velocidad de la
reaccidn catalizada por la fosfogliceraldehido deshidrogenasa, que ori-
gina triosas fosfato (a partir del acido 1-3fosfoglicérico , cuya fuerte ines
tabilidad hace desaconsejable su medida) y hexosas fosfato. Este punto se
cundario de inhibicién se debe concretamente a la falta de NADH requeri-
do para la reduccidén del Acido 1-3 fosfoglicérico a fosfogliceraldehido. La
carencia de NADH es a su vez consecuencia de la inhibicibn en el metabo-

lismo oxidativo del piruvato a traves de! ciclo tricarboxilico.
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Este perfil de metabolitos indica por tanto una falta
de funcionamiento de la gluconeogénesis hepética '"in vivo'l, patente ya a
las dosis de 50 mg/kg pero especialmente manifiesta a las tres horas de
la administracidn de 200 mg/kg,de inhibidor. Los resultados son cohe-
rentes con la inhibicién encontrada en la capacidad gluconeogénica del

higado perfundido procedente de animales tratados con MICA.

De la contemplacidon de la grafica n2 17, donde se su
marizan los perfiles de metabolitos intermediarios de la gluconeogénesis
obtenidos-en rifidn de ratas tratadas con MICA -cuya inhibicidn de la glu
coneogenesis a nivel hepético acabamos de subrayar- se deduce facilmen
te que a nivel del rifion no hay inhibicidon de la gluconeogénesis a ninguna
de las dosis ensayadas. (Conviene sefialar que los datos de hfgado y rifién
se obtuvieron de los mismos animales). Aunque la concentracién de piru-
vato es mayor gque la normal —-dosis de 200 mg/kg- y tambien lo son las con
centraciones de fosfoenolpiruvato, 2-fosfoglicerato y 3-fosfoglicerato, los
incrementos son muy pequefios y carecen por tanto de significado fisiolbgi
co. En Ultimo extremo se podrfa hablar unicamente de una ligerisima inhi-
bicidn de la gluconeogénesis renal en estas condiciones, pero de muy po-
ca importancia. L.a explicacidn puede residir en la falta de efecto del inhi
bidor sobre el rifion (demostrada previamente) y en la probable baja con-

centracidn del MICA en este brgano.

En cualquier caso, lo gue tampoco puede deducirse
de este perfil de metabolitos es que exista un mayor funcionamiento "in
vivo' de la gluconeogénesis renal en estas condiciones, a pesar del au-
mento en la capacidad gluconeogénica del tejido. Ello podrfa quizés expli
carse simplemente por el hecho de que la gluconeogénesis renal fuera
innecesaria, bien porque la glucemia no hubiera descendido hasta Ifmites
anormales, bien porque la produccidn de glucosa por el hfgado fuera to-
davia suficiente. Ambas alternativas podrian ser validas para explicar los

resultados obtenidos en las experiencias realizadas con dosis de 50 mg/kg,
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en las cuales la glucemia se encuentra todavia dentro de los Ifmites de la
normalidad y el higado conserva aln cierta cantidad —aunque ya escasa-
de glucbgeno. Sin embarge, por lo que se refiere a la dosis de 200 mg/kg,
la situacidbn es distinta. En efecto, los valores de glucemia encontrados

a las tres horas de la administracidn son bajisimos y se observa una au-
sencia casi total de glucbgeno hepético. Todo ello es preludio de una alta
mortalidad de los animales. Es lbgico pensar que en estas condiciones hu
biera sido necesario un mayor funcionamiento de la aluconeogénesis renal,

paralelo a la mayor capacidad encontrada.

;Para que entonces ja respuesta adaptativa de la cor-
teza renal ? ; Gue significado fisiolbgico puede tener esta adaptacidn enzi
matica si no se traduce en un aumento del funcionamiento "in vivo! cuando
hace falta? Los resultados resefiados en las secciones 3.11. y 3.12. pare_

cen esclarecer un poco esta paradoja.

Estas experiencias se realizaron con dosis de 30 mg/kg
de MICA -menos dréastica—- y se midieron los valores de glucemia a partir
de las tres horas de tratamiento. El hecho de gue a las cinco horas se res-
tablezcan casi completamente las concentraciones de glucosa en sangre pa-
rece sugerir un funcionamiento progresivo de la corteza renal, teniendo en
cuenta la escasa cantidad de glucbgeno que existe en el hfigado a las tres ho
ras y la clara inhibicion de ia gluconeogénesis hepatica. Puede descartarse
que el hfgado se haya recuperado en su capacidad de sintetizar glucosa ya
que, al menos en ratas ayunadas, la capacidad gluconeogénica del higado a
las seis horas del tratamiento con MICA es ligeramente menor que la exhibi

da a las tres horas.

Parece por tanto que en estas condiciones, el incremen
to en la capacidad gluconsogénica del rifion observado yva a las tres horas de
tratamiento no empieza a ponerse de manifiesto in vivo! hasta un poco des
pues de este tiempo, coincidiendo muy probablemente con el agotamiento dc

las reservas hepaticas de glucbgeno, lo gue no carece de sentido fisiolbgi-
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co dado el caracter de "emergencia! del proceso gluconeogénico. La de-
terminacidén de la capacidad gluconeogénica renal, de los metabolitos in-
termediarios del proceso, del glucbgeno hepético y de la glucemia a lo

largo del tiempo tras la administracion de MICA podrian ayudar muy pro-

bablemente a comprender este fendmeno.

E! perfil de metabolitos en hlfgado de ratas ayunadas
y thatadas con 200 mg/kg, de MICA coincide con el encontrado por Hanson
y col (143) e indica alin mas claramente que@los animales alimentados la
inhibicién de la gluconeogénesis. Con la dosis de 50 mg/kg el perfil encon
trado en ratas ayunadas es muy semejante al que se obtiene en ratas ali-
mentadas. Es interesnate sefialar que en las experiencias realizadas con
la dosis superior, la cantidad de lactato es mas de cinco veces superior

a la de los animales controles.

Al contrario de lo que ocurre en animales alimentados,
la gluconeogénesis renal tambien se encuentra afectada sobre todoa altas
dosis de MICA, y tambien en este caso las concentraciones de lactato son
muy superiores (casi seis veces) a la de los animales controles. Se puede
concluir por tanto que en los animales ayunados tratados con MICA existe
inhibicion "in vivo!" de la gluconeogénesis tanto en hfgado como en rifbn,

especialmente a dosis aitas de MICA.

Conviene recordar que el incremento en la actividad
de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la capacidad gluconeogénica renal
en los animales ayunados era muy pococ importante. Pero de todas formas
nos encontramos de nuevo con la paradoja de un aumento en la capacidad
gluconeogénica del rifidn frente a un escaso funcionamiento (incluso menor
que en los controles) del proceso "in vivo!l. Una explicacibén de esta diso-~
ciacibdn podrfa radicar en la existencia de una mayor conceﬁtr‘acién del inhi
bidor en la corteza renal en los animales ayunados y/o en una mayor sensi

bilidad de estos animales para la accibén del MICA (como sucede "in vitro!
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a concentraciones altas del inhibidor). La determinacidn de la concentra-
cibn de MICA en la corteza renal v en los cortes de tejido despues de la

incubacién podrfa ayudar a encontrar una explicacidn para este fenémeno.

No hay que olvidar por otra parte que mientras gue la
capacidad gluconeogénica renal se determina en la corteza, los metaboli-
tos intermediarios de la gluconeogénesis se determinan en rifdn entero.
Ello puede enmascarar en cierta medida los resultados puesto que, al con

trario que la corteza, la médula es un tejido glucolftico.

4. 4. - Consideraciones finales

Aunque auede por resolver definitivamente su operan-
cia "in vivo! , y, por tanto, su significado fisiolégico, resulta muy clara,
sin embargo, la existencia de una adaptacion de la cortezc;: renal al trata
miento con MICA, en el sentido de aumentar su capacidad gluconeogénica
a partir de determinados precursores (los mas importantes). Tambien pa-
rece claro que esta adaptacion se produce secundariamente a la induccidn

de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa.

Esta respuesta adaptativa es similar a la que se pro-
duce en ratas con degeneracibn hepéatica experimental producida con galac
tosamina (188), aunque de mayor intensidad. Tambien existe una total
identidad con los resultados obtenidos por Faus y colaboradores en nues
tro Departamento trabajando en ratas con degeneracidn aguda experimen-
tal del hfgado producida por tetraclor urc de carbono (198). Teniendo en
cuenta que en todas estas situaciones existe una disminucidén de la capaci-
dad gluconeogénica hepética pero producida en cada caso por un mecanis—
mo diferente, cabe pensar que la adaptacibn renal dependa unicamente de
la disfuncionalidad del higado (en lo que a la gluconeogénesis se refiere)
y no de la causa de dicha disfuncionalidad. Pare.e razonable postular que

cuando la capacidad gluconeogénica del hfgado disminuye -sea cual sea su
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causa- aumente la capacidad gluconeogénica del rifién.

Por lo que se refiere al mecanismo de la adaptacidén
-aspecto cientificamente importante independiente incluso del todavia no
bien conocido sentido fisiolégico de esta adaptacidén- los resultados ex—
puestos en esta Memoria no permiten llegar a una conclusidn con base’
experimental suficiente aunque si proporcionan datos para llegar a una

hipbtesis razonable.

Existen dos situaciones o mecanismos fundamentales
que provocan la activacidon de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa ~-ypor
tanto de la gluconeogénesis a nivel renal-. Una de ellas es |a acidosis
metabblica; la otra esta ligada a la presencia en sangre de factores hor-

monales, principalmente de naturaleza glu.ocorticoide.

Durante la acidosis metabblica el rifidén contribuye a
la normalizacibén del pH sanguineo formando amonio. La fuente de amonio
es la glutamina, que es convertida en glutamato y luego en 2-oxoglutarato
por desamidacidn y desaminacibn sucesivas. El esqueleto del 2-oxogluta-
rato es finalmente convertido en glucosa gracias a la activa cidn de la fos—
foenolpiruvato carboxicinasa (véase esquema de la pag. 173) (112,113,199~
202). Sin embargo este mecanismo puede excluirse en nuestras condicio-

nes experimentales por dos razones:

a). - No parece existir acidosis metabblica durante el
tratamiento con MICA. L.os niveles de lactato en sangre, aunque superio-
res a los normales, son poco elevados para ello. Por otra parte se sabe
que en  estas condiciones la concentracién de cuerpos cetdnicos ensan-

gre descienden por debajo de la normalidad (1432).

b). - El incremento en la actividad ensayable de la fos-
foenolpiruvato carboxicinasa producido por la acidosis metabblica no se de-
be a fenbmenos de induccién (sintesis de nueva proteina) sino a un cambio de
laproteina ya existente que disminuye su sensibilidad a la degradacidén (111,

203, 204).
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La acidosis metabblica es el factor principal respon-
sable del incremento en la capacidad gluconeogénica renal por el ejercicio
(118, 119) e interviene tambien de forma importante cuando el aumento se
produce en la diabetes o el ayuno (114). En esta Gltima situacién intervie-
nen tambien tambien en el aumento de la actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa factores hormonales, especialmente la accidén de los gluco

corticoides ( 1 ).

Excluida la acidosis metabblica como mecanismo de ac-~-
tivacién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa que tiene lugar en la cor-
teza renal por la administracién de MICA y teniendo en cuenta la falta de
acciébn a nivel renal de las demas hormonas hiperglucemientes (adrenalina,
glucagon) no parece demasiado aventurado suponer que sean los glucocor-
ticoides los responsables de esta adaptacidén. Conviene subrayar a este
respecto que el tipo de accibn que ejercen estas hormonas sobre la enzima
es similar al encontrado en nuestras condiciones experimentales, de acuer-

do con los resultados descritos en la seccibn 3. 8.
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12, _ Se ha ensayado el efecto "in vitro!" de tres inhi
bidores de la gluconeogénesis hepética sobre la gluconeogénesis renal de
terminada a partir de lactato, siendo el &cido 5-metoxi-2-indol carboxfli
co (MICA) el que afecta en menor escala a este proceso en el rifion, tanto

en ratas alimentadas como en ratas ayunadas 48 horas.

28._ E| MICA nhibe la gluconeogénesis determinada
a partir de lactato en hfgado perfundido procedente de ratas ayunadas 48
horas de forma practicamente total cuando se afiade al medio de perfusidon
a la concentracién de 0.8 mM. A esta concentracidn, la inhibicidn "Min vi-
tro' sobre la gluconeogénesis renal determinada a partir de lactato en ra
tas en idénticas condiciones de ayuno es solamente de! 25%. Puede consi-
derarse por tanto que existe una considerable selectividad en la inhibicidon

de la gluconeogénesis hepatica por esta sustancia.

28, _ L_a administracién de MICA a ratas ayunadas 48
horas produce una disminucidon de la capacidad gluconeogénica hepatica de
terminada a partir de lactato y piruvato, consiguiendose el mavor efecto
inhibidor (309 ) sobre la gluconeogénesis determinada a partir de lactato
por inyeccion intraperitoneal de MICA a la dosis de 200 mg/kg de peso del

animal.

42, _ |_a administracidébn de MICA produce un aumento en
ja capacidad gluconeogénica renal determinada a partir de lactato, piruvato
y glutamina pero no a partir de fructosa. Los aumentos son muy parecidos
a partir de los tres pre.ursores gluconeogénicos sefialados, siendo en to-
dos los casos mayor el efecto en ratas alimentadas y con dosis de 200mg/kg

de peso del animal.
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528, - Se ha determinado la actividad de la lactato des-
hidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa difosfatasa y gluco
sa 6-fosfatasa en higado y rifidn de ratas ayunadas y alimentadas tratadas
con MICA a dosis de 50 y 200 mg/kg. La Gnica variacibn que se registra es
un aumento en la actividad ensayable de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
renal. Dicho aumento aparece en todas las condiciones ensayadas, siendo
méximo (191%) por inyeccién inyraperitoneal de MICA a dosis de 200 mg/kg
en ratas alimentadas. E! incremento due en ratas ayunadas es igual para

ambas dosis y considerablemente menor que en las ratas alimentadas.

62. - EIl incremento de la actividad ensayable de la fos
foenolpiruvato carboxicinasa se debe a la sfntesis de nueva proteina enzi-
méatica puesto que dicho aumento se impide completamente por la administr‘g_
cidbn de actinomicina D o cicloheximida, antibibticos inhibidores de la sinte

sis proteica.

72. - La administracidén intraperitoneal de MICA a dosis
de 200 mg/kg a ratas alimentadas produce una fuerte inhibicién de la gluco-
neogénesis hepética "in vivo!, como se deduce de las concentraciones en
hfgado de los metabolitos intermediarios del proceso. La administracién de
MICA a dosis de 50 mg/kg produce un efecto semejante pero de mucha menor

intensidad.

82. - La determinacidn en rifidn de las concentraciones
de dichos metabolitos intermediarios en estas condiciones indica que la glu
coneogénesis renal no se afecta practicamente por la administraciéon de MI
CA , observandose solo una inhibicidn comparativamente muy ligera del pro
ceéoa dosis de 200 mg/kg. Se puede deducir por tanto que el MICA se com-
porta "in vivo!" como inhibidor suficientemente diferen .ial de ia gluconeogé

nesis hepéatica en an.males alimentados.
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92, - La administracidén de 200 mg/kg, de MICA a ahi
males ayunados produce en el hfgado una disminucibn de ta gluconeogéne
sis mayor alin que la correspondiente a esta dosis en animales alimenta-
dos, tal como se desprende de la determinacidn de los intermediarios me
tabdlicos del proceso. La administraciéon de MICA en dosis de 50 mg/kg
produce una inhibicién muy semejante a la que ocurre en animales alimen

tados.

102. - La determinacién de los intermediarios metabd
licos de la gluconeogénesis en animales ayunados indica la existencia de
una inhibicidn de la gluconeogénesis renal tras el tratamiento con MICA

especialmente a la dosis de 200 mg/kg de peso del animal.

112.- La administracién de MICA a animales alimen-
tados provoca un rapido descenso en las concentraciones hepéticas de glu
cbgeno, que se agota practicamente a las tres horas del tratamiento con

una dosis de 200 mg/kg de peso del animal, del inhibidor.

122, - La administracién de MICA provoca solamente

alteraciones poco significativas en los niveles de lactato en sangre.

132.- La glucemia desciende significativam ente a las
tres horas del tratamiento con 30 mg/kg, del inhibidor siendo extraordina-
riamente importante el descenso producido por dosis de 200 mg/kg, de Ml-

CA. Ello ocurre tanto en animales alimentados como en ayunados 48 horas.

142, - A partir de las tres horas del tratamiento con 30
mg/kg, de MICA a animales alimentados, la glucemia vuelve a aumentar, al
canzandose concentraciones muy cercanas a las iniciales a las cinco horas
del tratamiento. A las seis horas la capacidad gluconeogénica hepéatica, de

terminada en ratas ayunadas, no estad aumentada con relacidén a los valores
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encontrados a las tres horas, por lo que, dada la ausencia de glucbgena
hepético, la normalizacién de la glucemia podrfa explicarse por un funcio

namiento acentuado de la gluconeogénesis renal.

‘Conclusibn final. - La administracidén de MICA a ratas

alimentadas inhibe de forma casi totalmente selectiva la gluconeogénesis
hepéatica. En estas condiciones se induce la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
de la corteza renal con el consiguiente aumento en la capacidad gluconeo
génica de este tejido. Aunque el significado fisiolbgico de esta adaptacién
enziméatica del rifién no esta todavfa claramente establecido, los resulta-
dos descritos en esta Memoria Doctoral sugieren la posibilidad de que se
trate de un mecanismo para colaborar a la normalizacidn de Ia glucemia
cuando la aportacidén hepética esté muy disminuida, y aconsejan ultériores

investigaciones en este sentido.
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