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1.- ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1855, Thomas Addison y un grupo de colaboradores del
Guy's Hospital describen el caso de 11 pacientes con una
sintomatologia especial, relacionada con un transtorno en las
capsulas suprarrenales. Era el comienzo en la investigacion
cientifica de las también Illamadas glandulas adrenales.
Posteriormente se define con mayor precision que son o6rganos
esenciales para la vida (Brown-Sequard, 1856) y que juegan un
papel muy importante en la defensa del organismo ante las
infecciones (Cohoe, 1922). Cuando se descubre la epinefrina y su
lugar de sintesis, se empieza a distinguir entre corteza y médula
adrenal, y se llega a la conclusion de que es la corteza, y no la
médula, el tejido esencial para el ser vivo (Hartman, 1927). A
partir de este momento se intensificaron los trabajos para tratar
de dilucidar la funcién o funciones de esta corteza adrenal. Se
piensa en un posible papel endocrino; pero, con las técnicas de
aquel momento, resultaba dificil aislar los productos de secrecion
en forma activa y, ademas, eliminar la posible contaminacién por

catecolaminas del tejido muscular.

Hartman y col., (1927) y Rogoff y Stewart (1928) consiguen
extractos de corteza adrenal que alargan la vida de animales
adrenalectomizados durante unos dias. Poco después, Swingle vy
Pfiffner (1930,1931) preparan unos extractos que mantienen en
perfecto estado gatos adrenalectomizados durante 100 dias.

Britton y Silvette (1932) inyectaron este extracto a gatos



adrenalectomizados a punto de morir y los animales recobraron su
vigor habitual. Después de la adrenalectomia habian rechazado la
comida, tenian los niveles de azicar en sangre extremadamente
bajos, y carecian de reservas de glucégeno. Cuando administraban
el extracto a ratas y conejos normales, pero mantenidos en ayuno,
de nuevo se observaba un aumento en los niveles plasmaticos de
glucosa y se prevenia la caida en las reservas hepaticas de
glucégeno que normalmente ocurria a las 7 horas de ayuno. Long y
col.(1940) corroboraron estos resultados y ademas vieron que el
extracto adrenocortical aminoraba la glucosuria que presentaban
las ratas adrenalectomizadas. Estas fueron las primeras
observaciones acerca del efecto de los esteroides de la corteza
adrenal sobre el metabolismo hidrocarbonado. Los trabajos
posteriores permitieron poner de relieve la gran importancia de
este efecto lo que condujo a la tan conocida denominacidon de
glucocorticoides. Los corticosteroides sintetizados por las glandulas
adrenales que tienen actividad de glucocorticoide son también los
que actuan sobre metabolismo de proteinas y aumentan la
capacidad del miusculo para realizar un trabajo sostenido (Ingle y

Baker, 1953).

La corteza suprarrenal sintetiza unos 30 esteroides. Reciben
el nombre genérico de corticoides y pueden agruparse en tres
clases. Los glucocorticoides, entre los que el cortisol es el mas
importante, se oponen a algunas acciones de la insulina. El cortisol
promueve la gluconeogénesis a partir de aminoacidos y favorece el

depdsito hepatico de glucégeno, aumenta la glucemia y disminuye



la utilizacién periférica de la glucosa. Estimula también la
utilizacion de acidos grasos y la cetogénesis. Los glucocorticoides
poseen también wuna notable accién anti-inflamatoria y

antialérgica.

La segunda clase de esteroides adreno corticales comprende
a los mineralocorticoides, que promueven la retencion de Na‘t y la
pérdida de K* por los rifiones; a través de esta accion estas
hormonas mantienen el balance de agua y sales en el cuerpo. El

corticosteroide mas importante de este grupo es la aldosterona.

La tercera clase de esteroides adrenocorticales posee
propiedades intermedias entre los glucocorticoides y los
mineralocorticoides. La principal hormona de esta clase es la

corticosterona.

En realidad esta clasificacién es un poco arbritaria ya que
algunos glucocorticoides tienen actividad mineralocorticoidea
(Naray-Fejes-Toth y Fejes-Toth, 1990) y un mineralocorticoide
como la aldosterona, administrado en dosis muy altas, perturba el
metabolismo glucidico. Asi, se ha visto que en intestino perfundido
in vivo de ratas adrenalectomizadas, existe una marcada reduccion
en la absorcion de Na* y H2O0, en la secreciéon de potasio, y en la
diferencia de potencial transmural, y que la adminsitracién de
dexametasona y no de aldosterona, restaur6 el movimiento normal
de los electrolitos. Por tanto los glucocorticoides regulan el fluido
basal en el colon y la funcién electrolitica, (Bastl, y col.,, 1980).

También se ha estudiado el papel que tienen los glucocorticoides



como reguladores de la adaptaciéon del tdbulo proximal a la
acidosis metabdlica, en riiidén, (Kinsella y col., 1984). Noronha-Blob
y Sacktor, (1986), observaron que en células aisladas de tibulos
proximales de rifién de conejo, la administracién aguda de
dexametasona, incrementd la actividad del intercambiador Nat/H™.
Este efecto requeria sintesis de ARN y proteinas lo cual sugiere
una accion de glucocorticoides sobre sintesis de novo de

intercambiadores (Bidet y col., 1987).

Hemos mencionado higado y misculo como tejido-diana de la
accion de los corticoides adrenales. Pero, ademis, hemos de
destacar que estas hormonas tienen un efecto muy importante
sobre sistema cardiovascular, procesos relacionados con ciertos
sentidos (olfato, gusto, oido), sistema linfatico, respuesta
inflamatoria de los tejidos, etc... La importancia fisiolégica de estos
efectos depende de los niveles de corticosteroides en sangre y de

la afinidad de los distintos receptores tisulares por las hormonas.
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2.- MECANISMO DE ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES.

Los esteroides adrenales se unen a receptores especificos en
el citoplasma de las células de sus tejidos diana. Una vez formados
los complejos hormona-receptor, en el citosol, se translocan hasta
el nicleo e interaccionan con los sitios aceptores de cromatina. Esta
teoria ha sido cuestionada por King (1986) quién demostré que los
receptores esteroideos estdn localizados preferentemente en el
nicleo (King 1987). En cualquier caso la interaccién hormona-
receptor permite la transcripcion selectiva de determinados genes,
que posteriormente seran traducidos en el citoplasma (Litwack y
Singer, 1972; Thompson y Lippman,1974; Cake y Litwack, 1975;
Evans, 1988; Beato, 1989).

A nivel molecular, los avances realizados, en las ultimas
décadas, sobre la regulacién de la expresion genética por estas
hormonas han sido espectaculares. Asi, por ejemplo, hoy se conoce
la organizacién en dominios funcionales del receptor de
glucocorticoides (RG, Fig. 1), asi como que el gen que lo codifica se
encuentra situado en el cromosoma 5. Recientemente se ha
descrito la existencia de dos isoformas para el receptor de
glucocorticoides en humanos (Encio y Detera-Wadleigh, 1991).
Howard y Distelhorst,(1988), demostraron que en ausencia de
hormona, en el RG existe una proteina hsp90 (heat-shock protein)
unida selectivamente a la regiéon de uniéon de la hormona,
ejerciendo un efecto inhibidor en el receptor. La presencia de la

hormona (glucocorticoides) desplaza a la proteina y su unién con el



FIGURA 1
ORGANIZACION DE LOS DOMINIOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES (GR).
GR | A B c|D E F
— Especificidad de union al ADN
NL1 NL2

Localizacion nuclear

enh2/n1 enh1 7 2 Transactivacion

Unidon al esteroide




RG es necesaria para la activacidon del receptor como factor de
transcripcion. Esta union hormona-receptor (H-R), en el caso del RG

permite su desplazamiento hasta el nucleo celular.

El papel principal del complejo H-R es regular la
transcripcion de determinados genes tras la unidon del complejo a
determinadas secuencias del ADN, llamadas elementos de
respuesta hormonal (HRE). Las secuencias de los receptores
responsables de la unién al ADN, son similares a las de otros
factores de transcripcidon. En el caso de los RG, esta region C (Fig.
1) .posee 66 aa y contiene dos digitaciones de zinc, que confieren
especiﬁcidad de unién al ADN. Como se observa en la figura 1, esta
region C comparte también la funcién de localizacién nuclear.
Considerables progresos se han hecho en la identificacion exacta de
las secuencias de ADN necesarias para la accidon de los receptores
nucleares. Asi, por ejemplo, se sabe que los elementos de
respuesta a glucocorticoides, poseen una secuencia conservada de
un hexanucleétido, TGTTCT. Mientras que los receptores de
esteroides pueden actuar a través de un simple elemento de 13-15
pares de bases, muchos genes regulados por esteroides contienen
maltiples secuencias de elementos de respuesta esteroidea (SRE).
Algunos de estos son incapaces de funcionar por si solos pero
pueden actuar cooperativamente con otros SRE, esta observacion
fue hecha por primera vez por Jantzen y col., (1987), en sus
estudios realizados sobre el gen de la tirosina aminotransferasa en
rata, cuya expresion es inducida por glucocorticoides. Cato y col.,

(1988) asi como Ankenbaner y col (1988) demostraron que un



elemento de respuesta a estrogenos (ERE) adyacente a un elemento
de respuesta a glucocorticoides (GRE) pueden actuar
sinergisticamente en la activaciéon de la transcripciéon del gen de la
vitelogenina II, en pollo, de tal manera que el glucocorticoide y el
estrogeno producen una respuesta mayor que la suma de sus
efectos individuales. Schiile y col., (1988) demostraron que los
receptores de glucocorticoides y de progesterona pueden actuar
sinergisticamente con otros factores de transcripcion. Todos estos
datos nos dan una idea del complejo control que existe sobre el
mecanismo de induccién de la expresion de genes por hormonas
esteroideas, pudiendo existir cooperatividad entre elementos de
respuesta a un mismo o diferente tipo de hormona, e incluso de

estos con factores de transcripcion.

El descubrimiento de que tanto andrégenos como
glucocorticoides y progestinas pueden actuar a través del elemento
de respuesta a glucocorticoides, induce a pensar en la existencia de
mecanismos que regulen la especificidad de accién de una
hormona in vivo. De esta manera, los niveles de hormona
circulante del animal asi como su concentracién local influirian en
los receptores particulares que pueden ser activados. También los
niveles relativos de los diferentes receptores serian importantes a
la hora de competir por la misma secuencia diana. Por otra parte,
es posible que los receptores que reconocen una misma secuencia
tengan diferente afinidad por ella. La distinta capacidad de los
receptores para interaccionar con determinados factores de

transcripcion podria ser otro de los mecanismos. Finalmente, la



propia organizacién de los elementos de respuesta hormonal y de
los elementos promotores podria influir en la sensibilidad de un
promotor hacia una hormona particular. El conjunto de todos estos
mecanismos basados en niveles de receptores y en sus diferentes
afinidades, serian responsables de la especificidad de la accién

hormonal en concreto, (Ham y Parker, 1989).

En cuanto al mecanismo de transactivacion, es decir, el
mecanismo por el cual el complejo H-R una vez unido a su
elemento respuesta estimula la transcripcion de un promotor
adyacente, una de las posibilidades seria que el receptor
estableciera contactos  proteina-proteina con otros factores de
transcripcion. Otro modelo, propone que la unién del receptor a su
elemento respuesta produciria una serie de alteraciones en la
estructura de la cromatina que permitiria a otros factores trans-
activos interaccionar con su secuencia diana que en un principio

era inaccesible.

Existen también evidencias que sugieren que procesos post-
transcripcionales podrian estar regulados por estas hormonas
esteroideas ( Shapiro y Brock, 1985), asi por ejemplo, se sabe que
los glucocorticoides estimulan la transcripcion del gen de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, pero ademadis estabilizan los
ARNm protegiéndolos de posibles mecanismos de degradacion
(Petersen y col., 1989). En otros casos, los glucocorticoides sélo
tienen efecto incrementando la transcripciéon de wun gen

determinado, como es el caso de la 6-fosfofructo quinasa/fructosa
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2,6 bisfosfatasa (Marker y col., 1989), sin afectar a la estabilidad
de los ARNm (Andreone y col., 1989; Magnuson y col., 1989). Por
ultimo, los glucocorticoides en determinadas condiciones podrian
ejercer un papel permisivo en la transcripciéon y regulaciéon de
algunos ARNm, como en el de la piruvato quinasa (Vaulont y col.,
1986), en cuyo gen se ha identificado una secuencia parecida a la
de un elemento de respuesta a glucocorticoides; sin embargo, hasta

ahora, se desconoce la funcién de este posible elemento regulador.

Hasta ahora nos hemos referido a la accion de los
glucocorticoides en la estimulacién de enzimas que, como la
tirosina aminotransferasa, triptéfano oxigenasa y ornitina
descarboxilasa, actian en el catabolismo de proteinas (Litwack y
Rosenfield, 1973) y de otros enzimas de la gluconeogénesis. Pero
los glucocorticoides también pueden actuar reprimiendo la
expresion de determinados genes. Asi, se ha visto que estas
hormonas son capaces de reprimir los genes de la pro-
melanocorticotropina, prolactina y de la subunidad o de hormonas
glucoproteicas de mamiferos. Las secuencias de ADN a las que se
unen en este caso los receptores se les llama negativas (Sakai y
col.,, 1988; Akerblom y col.,, 1988), y se ha visto que son similares a
las secuencias positivas consensuadas, lo cual significaria un

mecanismo muy fino de control.
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3.- EFECTOS METABOLICOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES:

3.1.- SOBRE EL METABOLISMO DE GLUCOSA.

Los primeros trabajos sobre la influencia de las glandulas
suprarrenales en el metabolismo de hidratos de carbono fueron
realizados por Bierry y Malloizel en 1908. Estos autores
demostraron que los animales adrenalectomizados sufren una
profunda hipoglucemia. La disminucién de los niveles circulantes
de glucosa es el resultado de la alteracion, inducida por la carencia
de esteroides adrenales, en, al menos, 3 procesos: utilizacion de
glucosa por los tejidos periféricos, sintesis y degradacidon de

glucégeno y gluconeogénesis.

3.1.1.- Utilizacion de glucosa por los tejidos periféricos.

La administracion de glucocorticoides disminuye la
utilizacion de glucosa por los tejidos periféricos (Baxter y Forsham,
1972). Se han descrito efectos de corticosterona, cortisol,
dexametasona y prednisolona inhibiendo la utilizacién de glucosa
en el tejido adiposo (Hausberg, 1958; Jeanrenaud y Renold, 1960;
Munck y Koritz, 1962; De Pirro y col., 1981). Respuestas similares
se han descrito en dermis de raton (Overell y col., 1959), células de
timo de rata (Morita y Munck, 1964; Wira y Munck, 1970),
linfosarcoma de raton (Rossen ycol.,, 1970) y fibroblastos (Gray y
col., 1971).

Algunos autores (Fain, 1964) han sugerido que el rapido

aumento de la glucemia observado tras la administracion de
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glucocorticoides podria ser el resultado de una disminucién en el
transporte de glucosa. Esta idea estaria de acuerdo con los trabajos
de Livingston y Lockwood (1975) y de Olefsky (1975) que
describen una inhibicién del transporte de glucosa, inducida por
dexametasona, en adipocitos de rata. Una disminucién del
transporte de glucosa también ha sido descrita en adipocitos
humanos de pacientes tratados con prednisolona (Pagano y col.,

1983).

Aunque no puede descartarse un efecto directo de los
glucocorticoides sobre el transporte de glucosa en algunos tejidos,
la mayoria de los autores se inclinan por un mecanismo indirecto
relacionado con cambios en los niveles circulantes de insulina y/o
en la alteracion de la respuesta normal de ciertos tejidos a la
insulina. Es un hecho bien conocido que junto a la hipoglucemia, los
animales adrenalectomizados cursan con hipoinsulinemia (Héring y
col., 1980). Por otra parte, los glucocorticoides disminuyen la
sensibilidad a insulina en distintos tejidos (Plested y col., 1987) lo
que explicaria que tanto los animales adrenoprivos (Debodo y col.,
1963) como humanos con insuficiencia suprarrenal muestran in
vivo una hipersensibilidad al tratamiento con insulina (Fraser y
col., 1941). Este aumento en la sensibilidad a insulina (EDj5p),
parece ser consecuencia de un aumento en la capacidad de unidn
de la insulina a sus receptores (Kahn y col., 1978; Haring y col,
1980), que se produce tras la adrenalectomia o en pacientes con
enfermedad de Addison (Takeda y col.,, 1987). Esta relacidn

inversa entre los niveles de insulina y capacidad de esta hormona
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para unirse a sus receptores se ha demostrado también en otras
situaciones como el ayuno (Olefsky, 1976; Kasuga y col.,, 1977) o la
diabetes (Wieringa y Krans, 1978; Davidson y Kaplan, 1977,
Schoenle y col., 1977) que se caracterizan por cursar con niveles
bajos de insulina. El tratamiento con corticoesteroides produce, por
el contrario, una disminucién en la uniéon de insulina con sus
receptores. Esta observacién se ha realizado en adipocitos,
hepatocitos, y también en preparaciones de membranas de higado
de rata (Olefsky y col., 1975; Kahn y col.,, 1978). No obstante, otros
autores (Beck-Nielsen y col.,, 1980) han descrito un aumento en la
capacidad de unidén de la insulina con sus receptores en monocitos
de sujetos tratados con prednisolona, mientras que Bennet y
Cuatrecasas (1972) no encontraron diferencias significativas en la
capacidad de wuni6én de insulina a sus receptores, tras la
administracion de corticosteroides a adipocitos. En cualquier caso,
hay que senalar que la relacion entre la capacidad de la insulina
para unirse a sus receptores y sus efectos bioldgicos es compleja, y
no siempre cambios en la interaccidn hormona-receptor van
acompanados por una alteraciéon en la sensibilidad del tejido diana
a la insulina, puesto que también influyen otros factores que
actian a nivel postreceptor. Esto explicaria que no se observen
cambios en la sensibilidad a insulina en procesos tales como la
oxidacion de glucosa, en adipocitos de ratas adrenalectomizadas
comparados con células de ratas sometidas a una operacion
simulada, a pesar de que las ratas adrenoprivas mostraron una
capacidad aumentada de unién de insulina a sus receptores

(Haring y col., 1980).
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En el tejido hepatico, la utilizacion de glucosa depende, en
gran parte, de la actividad de glucoquinasa. Se ha observado que
los glucocorticoides ejercen una accién permisiva sobre la
induccion de la sintesis del enzima mediada por insulina tanto in
vivo (Sibrowski y Seitz, 1980) como in vitro (Schudt, 1979; Katz y
col., 1979).

3.1.2.- Metabolismo de glucdgeno.

Una accién bien establecida de los corticoides adrenales, en
el animal intacto, es estimular el almacenamiento hepatico de
glucégeno (Long y col., 1940; Landau y col., 1965), como puede
deducirse de la disminucién en el contenido hepatico de glucégeno
que se produce tras la adrenalectomia (Britton y Silvette, 1937;
Landau, 1965). Cuando se somete a ayuno a ratas
adrenalectomizadas, estas pierden casi por completo la capacidad
para almacenar glucégeno en el higado (Whitton y Hems, 1976).
Esta alteraciéon es, quizds, la mas severa que produce la
adrenalectomia en el metabolismo hepético. En algunos casos, se ha
intentado explicar este efecto por una menor disponibilidad de
precursores glucogénicos, consecuencia de una menor tasa de
gluconeogénesis, producida por la carencia de esteroides
suprarrenales (Margolis y Curnow, 1983). No obstante, todavia no
se ha alcanzado un acuerdo en determinar la contribucién relativa
de las rutas directa e indirecta, es decir a partir de glucosa o de
precursores de tres atomos de carbono, a la sintesis de glucégeno

(Katz y col., 1976; Geelen y col.,, 1977; Newgard y col., 1984;
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Shulman y col.,, 1985; Mitrakou y col., 1991). La llamada paradoja
de la glucosa (Katz y Mc Garry, 1984; Katz y col., 1986; Landau y
Wahren, 1988) sigue siendo objeto de controversia, sin que pueda
precisarse si la estimulacion de la sintesis de glucégeno, inducida
por precursores gluconeogénicos, sea debida exclusivamente a su
participacion como substratos o interviniendo como elementos

reguladores (Youn y Bergman, 1990).

La regulacién del metabolismo del glucégeno afecta
frecuentemente a los dos enzimas claves del proceso: fosforilasa y
glucdégeno sintasa (Bishop y Larner, 1967; De Wulf y col., 1970).
Estos dos enzimas existen en formas activa e inactiva, cuya
interconversion esta controlada por proteinas quinasas y por
proteinas fosfatasas. En el caso de la fosforilasa se conoce un tnico
enzima capaz de causar la fosforilacién y la activaciéon: fosforilasa
quinasa. Esta proteina fosforila un dnico residuo por subunidad y
puede activarse directamente por los iones Ca2* (Khoo y
Steinberg,1975; Vandenheede y col., 1979; Chrisman y Exton,
1980) o por fosforilacion por una proteina quinasa dependiente de
AMPc. La glucégeno sintasa, puede ser fosforilada por diversas
quinasas en multiples sitios. El enzima hepatico es fosforilado en,
al menos, 6 sitios que se encuentran agrupados en un extremo de
la molécula (Roach, 1986), por distintos tipos de proteinas
quinasas, dependientes de AMPc, Ca?* o independientes de estos
efectores como la caseina quinasa 1 y 2 ( Revisado en Villar-Palasi
y Guinovart, 1986). Del mismo modo, se conocen varias fosfatasas

que desfosforilan la glucégeno sintasa y fosforilasa. En los daltimos
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aiios se ha hecho un gran esfuerzo por estudiar y clasificar estas
proteinas (Ingebritsen y Cohen, 1983; Cohen, 1989). Cohen divide
a estos enzimas en dos grupos: Tipo 1 (inactivados por los llamados
inhibidores 1 y 2) y Tipo 2. Los de tipo 1 desfosforilan
preferentemente a las subunidades tipo B de la fosforilasa quinasa,
mientras que las de tipo 2 tienen mayor especificidad para la
subunidad a. Esto da una idea del complejo control al que esta

sometido el metabolismo de glucégeno.

Un dato bien documentado es la disminucién, en animales
adrenoprivos, de la actividad de la fosforilasa total (a+b), sin
embargo existen desacuerdos en los cambios de la actividad basal
de la fosforilasa “a” después de la adrenalectomia (Shaeffer y col.,
1969; Chan y col., 1979; Studer y Borle, 1984). Respecto a la
actividad de fosforilasa fosfatasa algunos autores sostienen que no
cambia tras la adrenalectomia (Chan y col., 1979) o lo hace
moderadamente (Tan y Nuttal, 1976), aunque se ha descrito un
aumento en la actividad de este enzima con el tratamiento con

glucocorticoides (Laloux y col., 1978).

El efecto de glucocorticoides aumentando el almacenamiento
de glucégeno en higado se ha atribuido a la activaciéon de
glucégeno sintasa (Hers y col.,, 1970; Hornbrook y col., 1966; De
Wulf y col., 1970). En higados de ratas adrenalectomizadas,
mantenidas en ayuno, se ha observado una inhibicién en la
actividad de glucdgeno sintetasa (Miller y col.,, 1973; Gruhner y

Segal 1970). Este defecto puede corregirse con insulina y/o
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glucosa. Esta observaciéon sugeria que el efecto de la
adrenalectomia sobre la sintesis de glucégeno podria estar
mediado por una deficiencia de insulina (Nichols y Goldberg,
1972). Se sabe que la adrenalectomia disminuye la secreciéon de
insulina por el péancreas (Malaisse y col., 1967) y la concentracién

de insulina en sangre (Van Lan y col., 1974).

La inactivacion de glucdégeno sintasa en higado de ratas
adrenalectomizadas, parece ser consecuencia de una disminucidn
en la actividad de las glucogeno sintasas fosfatasas (Tan y Nuttal,
1975; Margolis y Curnow, 1983). De todas las fosfatasas conocidas,
la que parece jugar un papel primordial en la regulaciéon del
metabolismo del glucégeno es la proteina fosfatasa 1 (PP1) (Cohen,
1989). Esta proteina es responsable del 85-90% de la actividad
fosforilasa fosfatasa y del 60-75% de la actividad glucégeno sintasa
fosfatasa (Ingebritsen y col., 1983; Alemany y col., 1984). Pues
bien, se ha descrito que la forma activa de esta proteina, que esta
ligada a particulas de glucégeno (PP1-G) estd ausente en higados
de ratas diabéticas o adrenalectomizadas mantenidas en ayuno
(Bollen y Stalmans, 1984; Bollen y col., 1984,1988). La actividad se
restaura tras la administracion de insulina y/o glucosa a animales
diabéticos, o de glucocorticoides a animales adrenalectomizados
(Cohen, 1989). Este efecto de glucocorticoides es sensible a
actinomicina D, lo cual sugiere que es necesaria la sintesis de ARN-
m. Al menos la sintesis de uno de los componentes de la proteina
fosfatasa 1-G estd controlada por insulina y por glucocorticoides

(Schelling y col., 1988).



18

El efecto permisivo de los glucocorticoides sobre la respuesta
glucogenolitica a glucagén y epinefrina ha sido muy estudiado. Se
ha descrito que la fosforilasa hepditica, en ratas
adrenalectomizadas, es insensible a la estimulacién por AMPc o
epinefrina administrados in vivo (Schaeffer y col., 1969). También
en higado o corazén perfundidos de ratas adrenalectomizadas, la
respuesta glucogenolitica a glucagén, AMPc o epinefrina se
encuentra alterada (Exton y col., 1970, 1972). Estos resultados
sugirieron que el lugar donde se ejercia este efecto permisivo
podria estar localizado en una etapa posterior a la produccién del
mensajero de estas hormonas. Trabajos posteriores parecen
confirmar esta teoria y se ha visto que la falta de glucocorticoides
altera la capacidad del glucagén para activar la fosforilasa b
quinasa (Miller y col.,, 1971) e incluso pueden estar involucrados
cambios en la actividad de la fosforilasa fosfatasa (Rousseau y col.,

1978; Chan y col., 1979).

La accién de las catecolaminas sobre glucogenolisis esta
mediada preferentemente por receptores o-adrenérgicos y es por
tanto, independiente de la generaciéon de AMPc (Tolbert y Fain,
1974; Kneer y col., 1974; Williamson y col., 1985; Exton, 1988). No
obstante, se conoce desde hace bastante tiempo que la epinefrina
interaccionando con receptores de tipo [ aumenta la actividad de
adenilato ciclasa y, por tanto, la produccion de AMPc. La
adrenalectomia altera la respuesta glucogenolitica a catecolaminas,
tanto si se trata de efectos mediados por receptores a como P. Asi,

se sabe que la adrenalectomia aumenta la sensibilidad a la
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activacion P-adrenérgica de epinefrina, mientras que disminuye el
componente o-adrenérgico (Chan y col., 1979). El aumento en la
sensibilidad de adenilato ciclasa a la activacién por epinefrina o
isoproterenol, observado en higado de ratas adrenalectomizadas
(Wolfe y col., 1976, Chan y col.,, 1979) y la activaciéon de fosforilasa
fueron abolidos con el B-bloqueante propranolol, de acuerdo con la
idea de que la deficiencia suprarrenal conduce a un incremento de

la actividad p-adrenérgica.

La mayor sensibilidad de la adenilato ciclasa a 1la
estimulacién por catecolaminas, en ausencia de esteroides
suprarrenales, podria estar mediada por un aumento en la
afinidad de receptores P por catecolaminas, una mayor eficiencia
en el acoplamiento hormona-receptor, o por un aumento de
receptores B en el tejido hepatico (Wolfe y col.,, 1976; Guellaen y
col., 1978); aunque, en ocasiones, el incremento en el nimero de
receptores f no puede explicar el moderado aumento en la
actividad de la adenilato ciclasa. No se han encontrado evidencias
concluyentes de que la adrenalectomia conduzca a una mayor
eficacia en el acoplamiento hormona-receptor controlando los
niveles de las proteinas reguladoras G (Garcia-Sainz y col., 1989).
Otra alternativa que se ha considerado, es que la insuficiencia
suprarrenal afecte a la interaccidn entre receptores f y a2-
adrenérgicos, ya que se ha visto que los efectos mediados por los
receptores a? inhiben la actividad de adenilato ciclasa (Atlas y

Sabol, 1981). Apoyando esta ultima hipdtesis, El-Refai y Chan



20

(1986), observaron un aumento considerable de los receptores o2-

adrenérgicos en higado de ratas adrenalectomizadas.

Los cambios producidos por la adrenalectomia en el sistema
de la adenilato ciclasa acoplada a receptores f-adrenérgicos en el
tejido hepatico no pueden extrapolarse a todos los tejidos. Asi, por
ejemplo, en miocardio de rata adrenalectomizada se produce una
reducciéon de la sensibilidad de la adenilato ciclasa a catecolaminas,
y desacoplamiento sin disminucion de la densidad de receptores f-
adrenérgicos (Davies y col., 1981), asi como una menor
acumulacién de AMPc (Phornchirasilp, Matangkasombut, 1982). En
adipocitos y en membranas de pulmén también se ha observado
un menor namero de receptores f-adrenérgicos (Schonhoferr y
col., 1972; Mano y col.,, 1979). En contraste, en cerebro de rata se
ha observado un aumento en la actividad de la adenilato ciclasa
estimulada por isoproterenol (Roberts y col., 1981; Mobley vy
Sulser, 1980). Las razones de esta disparidad de efectos, inducidos
por la adrenalectomia, en los distintos tejidos no se conoce por el

momento.

La estimulaciéon o-adrenérgica de glucogenolisis esté
disminuida en ausencia de esteroides suprarrenales (Chan y col.,
1979). Es conocido que la union de los agentes adrenérgicos a
receptores de tipo o) desencadena una serie de acontecimientos,
mediados por proteinas G, que llevan a la activacion de fosfolipasa
C, originando un aumento en la generacion de 1,45

inositoltrisfosfato y diacilglicerol, lo que a su vez origina un
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aumento en la concentracién de Ca2* libre citosélico y una

activacion de proteina quinasa C (Kishimoto y col., 1980).

El efecto de la adrenalectomia sobre la accion a-adrenérgica
podria ejercerse a nivel del acoplamiento hormona-receptor. En
este sentido, se ha demostrado que la adrenalectomia reduce la
densidad de receptores o, (El-Refai y Chan, 1986; Borle y Studer,
1990), aunque previamente otros autores no habian encontrado
diferencias (Guellaen y col., 1978; Preksaitis y col., 1982). La
afinidad de los receptores o] por los agonistas o-adrenérgicos esta
regulada por nucleétidos de guanina (Hoffman y col., 1980; Geynet
y col.,, 1981), pues bien, se ha descrito que la adrenalectomia
minimiza el papel de los nucledtidos de guanina en el acoplamiento
hormona-receptor y que este efecto es revertido en presencia de
dexametasona (Goodhart y col., 1982). Basindose en los efectos de
la adrenalectomia sobre la densidad de los receptores ay y B en el
tejido hepatico, algunos autores (Chan y Exton, 1977; Studer y
Borle, 1984) han propuesto que tras la adrenalectomia se produce
una alteracion de la activacion «-adrenérgica de glucogenolisis,
que pasaria de ser un efecto predominantemente aj-adrenérgico,
mediado por Ca2* a ser un efecto mixto mediado por
adrenorreceptores o y f. De manera similar a lo que sucedia en la
glucogenolisis, la estimulacién de ureogénesis por epinefrina en
hepatocitos de animales adrenalectomizados pasa de estar
mediada principalmente por receptores tipo o, a ser una
respuesta mediada tanto por «aj (dependiente de calcio

extracelular), como por f adrenorreceptores (Hernandez-
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Sotomayor y Garcia-Sdinz, 1984). Estos autores propusieron que
los glucocorticoides de alguna manera podrian modular la

dependencia de calcio de los efectos a) adrenérgicos.

Respecto a la influencia de la adrenalectomia sobre los
acontecimientos que tienen lugar trds la union de los a-agonistas a
sus receptores, s¢ ha descrito que el metabolismo del calcio, estd
alterado en hepatocitos de ratas adrenalectomizadas (Studer vy

Borle, 1984).

Recientemente Freudenrich y Borle, (1988), estudiando la
regulacion o-adrenérgica del metabolismo del calcio en hepatocitos
de ratas adrenalectomizadas realizaron las siguientes
observaciones: los hepatocitos de ratas adrenoprivas tenian un
mayor contenido de calcio, sin embargo en respuesta a epinefrina,
se producia un aumento menor en la concentracion de calcio libre
citosélico, una disminucién en el eflujo de calcio, y una menor
activacion de glucégeno fosforilasa, en comparacién con las
respuestas producidas en hepatocitos de ratas controles. Por otra
parte, hepatocitos de ratas controles y adrenalectomizadas,
permeabilizados con saponina, tuvieron idéntica respuesta a la

adicion de [P3, liberando calcio del reticulo endopldasmico.

Seglin estos autores, estos efectos de la adrenalectomia sobre
flujos de Ca2* y su regulacién a-adrenérgica, podrian explicarse
por una alteracién de la ATPasa dependiente de Ca2* y de Mg2* y
por una disminucion en la generacion de IP3 en respuesta a

epinefrina (Borle y Studer 1990). Un efecto de glucocorticoides
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induciendo la sintesis de una ATPasa dependiente de Ca2* habia
sido previamente demostrado en vesiculas de reticulo

endoplasmico de higado (Friedmann y Johnson, 1980).

En los ultimos afios se han acumulado evidencias acerca de la
implicaciéon de la actividad de proteina quinasa C en los efectos
mediados por agentes a-adrenérgicos en el tejido hepatico. Asi,
pueden destacarse las observaciones de Corvera y Garcia-Sdinz
(1984), que indican que los ésteres de forbol impiden el efecto aj-
adrenérgico de activacion de glucogenolisis por epinefrina en
hepatocitos aislados. La eficacia de distintos ésteres de forbol
inhibiendo las acciones «a-adrenérgicas aumenta en paralelo con la
activacion de proteina quinasa C (Corvera y col., 1986). Por otra
parte, diacilgliceroles sintéticos (Cooper, 1985), ésteres de forbol
(Rosler y Schoner, 1990) y hormonas que estimulan la hidrélisis de
fosfoinositidos (Hughes y col., 1984; Boockino y col., 1985) también
bloquean la accion de los «-agonistas. Este efecto es impedido en
presencia de inhibidores de proteina quinasa C (Garcia-Sainz y
Herniandez-Sotomayor, 1987). Estos trabajos sugieren la
importancia de la proteina quinasa C en la modulacién de la
respuesta o-adrenérgica. Recientemente, se ha descrito un efecto
directo de epinefrina y otros agentes movilizadores de Ca2* sobre
la activacién de proteina quinasa C en hepatocitos aislados

(Herndndez-Sotomayor y Garcia-Sainz, 1988).

Experimentos recientes de nuestro laboratorio (Urcelay vy

col., 1990) utilizando tanto un activador de proteina quinasa C
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como el 1,2-dioctanoilglicerol (Nishizuka, 1984) como un inhibidor
H-7 (Hidaka y col.,, 1984) han permitido concluir que la activacion
de proteina quinasa C desempefia un papel esencial en la

respuesta a estimulantes o-adrenérgicos en higado aislado vy

perfundido.

A pesar de la relevancia que parece tener la actividad de
proteina quinasa C en la modulaciéon de la respuesta a-adrenérgica,
el papel de la adrenalectomia en la activacion de este enzima por

a-agonistas, no ha sido estudiado.

3.1.3.- Gluconeogénesis.

Se sabe que la hipoglucemia que sufren los animales
adrenalectomizados durante el ayuno es debida, en parte, a una
disminucién en la velocidad del flujo gluconeogénico (Long y col.,
1940). Sin embargo, quedan todavia por esclarecer muchos puntos
acerca del mecanismo de accion de los esteroides adrenales sobre
la ruta gluconeogénica. La gluconeogénesis hepatica es un proceso
esencial para la vida dado que mantiene el abastecimiento de
glucosa al sistema nervioso central en momentos en que la
ingestion de alimentos estd restringida y las reservas de glucégeno
agotadas. Los glucocorticoides tienen un efecto positivo sobre
degradaciéon de proteinas en muasculo (Goldberg, 1969, 1975;
Tomas y col., 1979; Goldberg y col.,, 1980), impiden la acumulacién
de proteinas (Henderson y col.,, 1971; Henderson y Loeb, 1974; Kim
y Kim, 1975), lo que se traduce en un aumento en la movilizacion

de aminoiacidos como fuente importante de precursores
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gluconeogénicos. Ademas de este efecto de los glucocorticoides
incrementando la disponibilidad de aminoaicidos para
gluconeogénesis, algunos autores han demostrado in vitro una
estimulacién de gluconeogénesis hepatica, inducida por
glucocorticoides (Haynes, 1964; Uete y Ashmore, 1963; Eisenstein
y col., 1964; Sistare y Haynes, 1985; Alan y Titheradge, 1984).

Aunque algunos autores han sugerido que la estimulacién de
gluconeogénesis por glucocorticoides se puede deber a un
incremento en la velocidad de transporte de lactato a través de la
membrana plasmditica (Metcalfe y col., 1990), la idea mais
generalizada es que el punto de accion de los glucocorticoides
sobrebla ruta gluconeogénica parece localizarse entre piruvato y
fosfoenolpiruvato (Exton y col., 1970). Observaciones previas
habian puesto de manifiesto que la adrenalectomia no disminuia la

sintesis de glucosa a partir de fructosa (Exton y Park, 1965).

La induccién de 1la actividad de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa por glucocorticoides estd firmemente establecida
(Foster y col., 1966; Barnett y Wicks, 1971; Gunn y col., 1975;
Krone y col., 1975,1976). El efecto se ejerce a nivel de
transcripcion (Iynedjian y Hanson, 1977; Schudt, 1980). Al
parecer, los glucocorticoides ejercen ademds un efecto
estabilizador del ARNm de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

(Petersen, Kock y Granner, 1989), protegiéndolo de la degradacidn.

La piruvato quinasa (PK) regula el flujo a través del ciclo

fosfoenolpiruvato/piruvato. La regulaciéon cronica de los ARNm de
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la PK hepatica por hormonas y factores nutricionales es
extremadamente compleja. La actividad de PK, asi como los niveles
de los ARNm de la PK hepitica, disminuyen durante el ayuno y la
diabetes, mientras que son restaurados tras una dieta rica en
hidratos de carbono y tras la administracién de insulina (Miyonaga
y col., 1982; Pool y col.,, 1982). No se ha demostrado un efecto per
se de glucocorticoides en la regulaciéon de la transcripcion del gen
que codifica para la PK, pero la presencia de glucocorticoides
parece ser necesaria para una normal acumulacién de los
productos de la transcripcién en el citoplasma (Vaulont y col.,
1986). Por otra parte, los glucocorticoides ejercen un efecto
permisivo sobre la acci6én de glucagén inhibiendo la transcripcion
del gen y acelerando la degradacién del ARNm (Postle y Bloxham,
1982). También en cultivos primarios de hepatocitos, se requiere
la presencia de glucocorticoides y de hormonas tiroideas para la
estimulacion de la expresion génica de PK por insulina y glucosa

(Decaux y col., 1989).

Por otra parte, también existen evidencias de una
modulacién por glucocorticoides de la actividad del enzima
fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6 bisfosfatasa. Este es un enzima
bifuncional que cataliza tanto la sintesis como la degradacion de la
fructosa 2,6 bisfosfato, controlando por tanto la relacién entre
glucolisis y gluconeogénesis en higado de mamifero. Es posible que
este enzima bifuncional se originase por una fusiéon de genes
(Bazan, Fletterick y Pilkis, 1989). Este enzima disminuye durante

el ayuno y la diabetes y es restaurado por una dieta rica en
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hidratos de carbono o tras la administracién de insulina (Colosia y
col., 1988). En animales adrenalectomizados, tanto los niveles de
proteina como la de sus ARNm se encuentran disminuidos.
Ademés, la administracién de glucocorticoides incrementa los
ARNm de dicha enzima (Marker y col., 1989). Este es un efecto
directo de los glucocorticoides puesto que su adicién a cultivos
primarios de hepatocitos incrementa los niveles de ARNm unas
100 veces (Lange y col., 1989). La insulina y la tiroxina actiian
sinergisticamente con los glucocorticoides induciendo Ila

transcripcion del gen que codifica para este enzima bifuncional.

A pesar de los efectos de glucocorticoides induciendo la
sintesis de determinados enzimas de la ruta gluconeogénica,
existen bastantes trabajos en la literatura que muestran cOmo un
aumento en la inducciéon de los niveles de ciertos enzimas, no
siempre da cuenta de la activacién de gluconeogénesis por
glucocorticoides. Asi por ejemplo, Gunn y col., (1975) demostraron
que en animales normales, los glucocorticoides estimulan
gluconeogénesis antes de que se produzca algin efecto sobre la
sintesis de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). A su vez, en
animales adrenalectomizados, la restauracion de la
gluconeogénesis después de un tratamiento con glucocorticoides
tiene lugar antes de que la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
pueda ser activada (Exton y col., 1973). Asi, los estudios de Haynes
y col., (Adam y Haynes, 1969; Wakat y Haynes, 1977) y los de
Martin y col., (1984), sugieren que la alteracion en la velocidad de

carboxilacion de piruvato en la mitocondria, serian importantes en
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la explicaciéon de los primeros efectos de los glucocorticoides en la
gluconeogénesis. El comienzo de esta respuesta, correlacionada
cronolégicamente con un aumento de gluconeogénesis (Rinard y
col., 1969; Wakat y col.,, 1977), no requiere de una induccién de
piruvato carboxilasa y pareceria estar mediada por alteraciones en
las concentraciones de moléculas efectoras (Martin y col., 1984). El
trabajo realizado por Allan y Titheradge (1984) corrobora esta
ultima hipdtesis. Estos autores sugieren que la actividad de
piruvato carboxilasa se encuentra restringida en el interior de la
mitocondria por concentraciones de moléculas efectoras, y los
glucocorticoides, junto con otras hormonas gluconeogénicas,
actuarian liberando esta restriccién al disminuir la concentracién
intramitocondrial de glutamato y aumentando las de acetil-CoA vy

ATP.

También Sistare y Haynes (1985), describieron un efecto
directo de dexametasona estimulando la velocidad de
gluconeogénesis, en una suspension de hepatocitos de ratas
controles y adrenalectomizadas, incubados con una mezcla de
lactato y piruvato como precursores gluconeogénicos. Este efecto
de dexametasona tampoco podria ser explicado por un aumento de
la expresion génica, inducido por el glucocorticoide, ya que el
efecto se instauraba muy rapidamente (9 minutos después de la
administracion de dexametasona) y no fue impedido por
inhibidores de la sintesis de ARN y/o proteinas. Por otra parte, se
requeria aproximadamente entre 2 y 10 veces la concentracion de

dexametasona efectiva para inducir la sintesis de ciertos enzimas
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(Crook y col.,, 1978; Rousseau y col.,, 1977). No obstante, la
estimulacion de gluconeogénesis resultd ser un efecto especifico de
glucocorticoides ya que otros esteroides como desoxicorticosterona
y S5-p-dihidrocortisol, asi como los antiglucocorticoides 17-a-
metiltestosterona, progesterona y cortexolona no produjeron
ningin efecto, lo cual sugeria la participacion del receptor de
glucocorticoides en la activacion de gluconeogénesis por
dexametasona. En base a estas observaciones, Sistare y Haynes
propusieron un mecanismo de acciéon que podria implicar una
modificaciéon alostérica del componente de baja afinidad del sitio
de uni6én de la molécula del receptor de glucocorticoides.
Teleoldgicamente, un mecanismo de este tipo podria haberse
desarrollado para que pueda producirse una respuesta rapida, a
un aumento en los niveles circulantes de corticosterona en

situaciones agudas de hipoglucemia y estrés.

Ademas de estos efectos, al parecer directos, de los
glucocorticodes sobre el metabolismo de la glucosa, su efecto
permisivo sobre la acci6on de otras hormonas, es el que les hace
jugar un papel clave en la regulacion metabdlica. Fue Ingle, en
1952, quien observd por primera vez una accidén permisiva de los
glucocorticoides en la regulacion de la gluconeogénesis por
glucagéon. En la década de los 60 Exton y Einstein
independientemente describieron que el glucagén era incapaz de
activar el flujo a través de la ruta gluconeogénica en higados de
ratas adrenalectomizadas en ayuno (Exton y col., 1966; Eisenstein

y Strack, 1968). Este efecto permisivo de los glucocorticoides en la
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respuesta gluconeogénica a glucagén ha sido observado también en
cultivos primarios de células parenquimatosas de higado de rata

(Stumpo y Kletzien, 1981).

El control de gluconeogénesis por glucagdén es, sin duda, un
proceso complejo que implica acciones coordinadas sobre més de
una 6 dos reacciones claves. De igual modo la interaccion glucagén-
glucocorticoides no se limita a un dnico punto de la ruta. La
presencia de glucocorticoides parece ser necesaria para la
induccién de la actividad de PEPCK por glucagéon (Gunn y col.,
1975). Por otra parte, se ha descrito que la adrenalectomia impide
la fosforilaciéon y por ende la inhibicion de actividad de la piruvato
quinasa hepatica, inducida por glucagén (Postle y Bloxham, 1982).
La adrenalectomia también impide la inhibicién de la trasncripcidn
del gen que codifica para la forma L de la PK inducida por
glucagén (Vaulont y col., 1986). Chan (1984), mostré en higado
perfundido y en hepatocitos de ratas adrenalectomizadas, una
sensibilidad disminuida a la accién de glucagdén inhibiendo la
actividad del enzima 6-fosfofructo-1-quinasa. De acuerdo con esta
observacion, Richards y Uyeda (1982) pudieron apreciar que la
adrenalectomia disminuye el contenido hepatico de fructosa 2-6
bisfosfato, el activador de 6-fosfofructo-1-quinasa (Claus y col.,
1982). La administracion de un glucocorticoide sintético, como
dexametasona, a ratas adrenalectomizadas restauraba la respuesta
gluconeogénica a glucagén (Friedmann y col., 1967). Dexametasona
por si sola no incrementaba la produccidon de glucosa de novo La

pregunta que se plantearon a continuacién resultaba obvia: por
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qué el glucagdn no podia activar gluconeogénesis en ausencia de
los esteroides adremales. Dado que el efecto del glucagdén sobre
gluconeogénesis estd mediado por AMPc (Menahan y Wieland,
1967; Exton y Park, 1968; Park y Exton, 1972) se pensé que la
activacion de la adenilato ciclasa estaria impedida; sin embargo,
esta posibilidad fue descartada, cuando se comprobdé que la
adrenalectomia no disminuia los niveles de AMP ciclico y que estos
aumentaban normalmente tras la administracion de glucagén
(Exton y col.,, 1970). Por otra parte, tampoco se ha observado
ningiin impedimento en la activacién de las proteinas quinasas
dependientes de AMPc (Rousseau y col., 1976). Puesto que el
problema no residia en la adenilato ciclasa, otra posibilidad a
considerar fue wuna pérdida de sensibilidad de la ruta
gluconeogénica a la activacion por AMPc. Esta alternativa parecio
confirmarse cuando se estudié la producciéon de glucosa en
presencia de concentraciones crecientes de AMP ciclico en ratas
adrenalectomizadas y en ratas intactas tanto alimentadas como

mantenidas en ayuno (Exton y col., 1970).

Los glucocorticoides ejercen también una accién permisiva
sobre la estimulacién de gluconeogénesis por agentes «o-
adrenérgicos (Exton y col.,, 1972, 1976). Los agentes «-
adrenérgicos estimulan gluconeogénesis en el tejido hepatico por
un mecanismo que no estid alin bien caracterizado. No obstante,
estd bien documentado que la estimulacién «-adrenérgica de la
gluconeogénesis requiere la presencia de calcio extracelular y la

movilizaciéon de calcio de los almacenamientos intracelulares
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(Rassmussen y Barret, 1984; Reinhart, 1984 a y b; Kraus-
Friedmann, 1986; Gonzilez-Manchén y col., 1988 b), aunque la
interaccion de los glucocorticoides con los agentes o-adrenérgicos,
en relacién a la regulacion de gluconeogénesis ha sido poco

estudiada.

3.2.- SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS.

La regulacién del metabolismo lipidico por glucocorticoides
tiene lugar fundamentalmente interaccionando con el efecto de
otras hormonas, particularmente insulina. Un efecto directo de
glucocorticoides sobre lipolisis, solamente se ha descrito in vitro y

con altas concentraciones de glucocorticoides.

Dosis pequeiias de estas hormonas dan lugar a un bloqueo de
la reesterificacion de acidos grasos que parece ser secundario a
una inhibiciéon de la utilizaciéon de glucosa (Fain y Czech, 1975).
Actualmente se piensa que la acciéon principal de los esteroides
sobre el metabolismo lipidico es indirecta y que tiene lugar
fundamentalmente modulando o permitiendo la accién de otras
hormonas, en particular de la insulina. El efecto de la insulina
sobre la movilizacion de acidos grasos es bien conocido ( Witters y
Trasko, 1979; Schade y col., 1979; Beynen y col., 1981; Burns y col.,
1979; Nilsson y col., 1980) y la posible interaccidn entre la accion
de glucocorticoides y de insulina ha sido propuesta desde hace
bastante tiempo (Engel 1957; Scow,1963; Scow y Chernick,
1960,1970). Los trabajos de Krotkiewski y col., (1970) pusieron de
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manifiesto esta interrelacién entre corticoides e 1insulina,
estudiando la liberacidon de glicerol por los adipocitos procedentes
de ratas tratadas con dexametasona. A las cuatro horas de la
administracién del esteroide habia aumentado significativamente
los niveles de glicerol. Sin embargo, después de catorce dias de
tratamiento diario con dexametasona, la cantidad de glicerol
liberado por los adipocitos fue menor que la de los controles.
Simultineamente a este efecto, observaron que la concentracién

plasmatica de insulina se habia duplicado.

Los corticosteroides también parecen interaccionar con otras
hormonas en el proceso de lipolisis. Se sabe que la dexametasona
en ausencia de glucosa, apenas tiene efecto sobre lipolisis en
adipocitos aislados; sin embargo, estimulé significativamente el
efecto lipolitico de la hormona de crecimiento (Fain y col., 1965).
Ademas se ha observado que esta respuesta estd bloqueada por
inhibidores de sintasas de ARN y de sintesis de proteinas (Fain vy

col., 1965; Fain y Saperstein, 1970).

Por otra parte, se sabe que la acciéon lipolitica de
dexametasona y de hormona de crecimiento in vitro es
antagonizada por insulina (Fain y col., 1966). Parece ser que una
cantidad de insulina insuficiente para estimular el metabolismo de
glucosa en adipocitos aislados fue capaz de disminuir la lipolisis
mediada por estas hormonas. Concentraciones mas altas de
insulina bloquean completamente el efecto lipolitico de

glucocorticoides y de hormona de crecimiento.



La interaccion entre corticosteroides € insulina parece tener
lugar también sobre lipogénesis (Ashby y Robinson, 1980). Segiin
estos autores, existe una lipoproteina lipasa, sintetizada en el
adipocito y localizada en el endotelio capilar del tejido adiposo,
cuya actividad estaria regulada positivamente por una accidn
combinada de los niveles circulantes de insulina y de corticoides.
Segin esta hipétesis, tras la ingestién de alimento la concentracion
plasmatica de insulina se eleva activando la sintesis del enzima,
con lo cual, se estimula el transporte de triglicéridos hacia el tejido
adiposo y los esteroides adrenales potenciarian este efecto. La
adrenalina, en este caso, seria el antagonista, ya que se ha
observado que inactiva el enzima antes de su liberacion por el

adipocito.

La relacion glucocorticoides/insulina afecta también a la
sintesis de fosfatidato fosfohidrolasa, un enzima clave en la
sintesis de fosfolipidos y triglicéridos en higado (Lawson y col.,
1982 a,b). Por otra parte, un aumento en los niveles de
corticosterona in vivo se acompaiia de un aumento en la actividad
de fosfatidato fosfohidrolasa (Brindley y col., 1979). La actividad
de este enzima requiere su translocacion desde el citosol a la
membrana donde ocurre la sintesis de glicerofosfolipidos (Cascales
y col., 1984). Estos autores pusieron de manifiesto que alteraciones
de acidos grasos circulantes, que se producen por ejemplo en la
diabetes, el estrés o en la insuficiencia suprarrenal, pueden jugar
un papel importante determinando la capacidad del tejido hepético

para sintetizar triglicéridos, en funcién de la disponibilidad de



acidos grasos, mediante cambios en la actividad del enzima

fosfatidato fosfohidrolasa.

El efecto permisivo de los glucocorticoides en la estimulacién
de lipolisis, inducida por catecolaminas, en el tejido adiposo esta
bien documentada (Shafrir y Kerpel, 1964; Allen y Beck, 1972;
Fernindez y Saggerson, 1978; Lacasa y Giudicelli, 1983). La
disminuciéon de la respuesta lipolitica en adipocitos de animales
adrenoprivos se revierte tras la administracion de glucocorticoides
(Maickel y col., 1967; Mazancourt y col.,, 1990). Existen dudas
respecto a la etapa alterada. Corbin y Park (1969) encontraron que
la acumulacién de AMPc en presencia de epinefrina no varid
significativamente en adipocitos de ratas adrenalectomizadas, por
esta razon pensaron que la triglicérido lipasa tenia reducida su
sensibilidad a la activacién por AMPc. De acuerdo con esto, se
observé que la adrenalectomia distorsionaba la respuesta
lipolitica a la administracion de AMPc exdgeno. Otros autores, por
el contrario, han encontrado una marcada disminucién en los
niveles de AMPc en adipocitos de ratas adrenalectomizadas

(Mazancourt y col., 1989).

Respecto a la influencia de la adrenalectomia en Ila
estimulaciéon de adenilato ciclasa en el tejido adiposo, por
catecolaminas existen también datos conflictivos en la literatura.
Algunos autores no encontraron cambios en la actividad del
enzima (Allen y Beck, 1972; Braun y Hechter, 1970) mientras otros

autores han descrito una menor activaciéon de adenilato ciclasa en
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respuesta a catecolaminas (Werner y Low, 1974; Scarpace y col.,
1988). La adrenalectomia parece afectar tanto a la actividad de
adenilato ciclasa (Mazancourt y col., 1989, 1990) como a la
activaciéon del enzima por nucledtidos de guanina (Thotakura y col.,

1982).

En 1982 Thotakura y col., observaron en membranas de
adipocitos de ratas adrenalectomizadas, una disminuciéon del
nimero de receptores f-adrenérgicos asi como un defecto en la
capacidad del GTP para estimular la adenilato ciclasa Yy,
consiguientemente una disminucién de la estimulacion de la
adenilato ciclasa por catecolaminas, en presencia de nucleétidos de
guanina. Sin embargo, el mecanismo por el cual la adrenalectomia
disminuye la respuesta lipolitica a catecolaminas en el adipocito,
no parecia estar relacionado con las alteraciones anteriores, sino
con una potenciacion del efecto antilipolitico de adenosina, ya que
el tratamiento con adenosina deaminasa revertia los efectos de la
adrenalectomia. Los niveles celulares de adenosina parecen jugar
un papel importante en la disminucién de la respuesta lipolitica
tras la adrenalectomia (Ferniandez y Saggerson, 1978; Saggerson,
1980). Asimismo se ha demostrado un aumento en la
concentracion de adenosina en adipocitos de animales
adrenalectomizados (Green y col., 1981). No existe un acuerdo
acerca del mecanismo mediante el cual la adenosina disminuye lOs
niveles de AMPc. Algunos autores (Rodbell, 1980) sostienen que la
adenosina inhibe la actividad de adenilato ciclasa en presencia de

GTP, mientras que otros autores sugieren un efecto de adenosina
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incrementando la actividad de AMPc fosfodiesterasa (Thotakura y

col.,, 1982; Allen y Beck, 1972).

Hasta el momento, no existen evidencias experimentales que
demuestren, de forma inequivoca, que la disminucién en la
actividad de adenilato ciclasa observada en el tejido adiposo de
animales adrenalectomizados sea mediada por una alteracién en la
funciéon de proteinas G reguladoras. No obstante, estudios recientes
muestran que la adrenalectomia disminuye los niveles
estacionarios de las subunidades o-Gg, B-G35/36 de la adenilato
ciclasa, a la vez que aumentan las de la o-Gj (Ros y col., 1989;
Mazancourt y col., 1989). Los glucocorticoides son capaces de
incrementar la expresion de la subunidad a de la Gg en células GH3
( Chang y Bourne, 1987) y de Gj y Gg en células ROS 17/2,8 de
osteosarcoma (Rodan y Rodan, 1986). Puesto que se conoce la
existencia de receptores de glucocorticoides en adipocitos
(Feldman y Loose, 1977), la alteracion en los niveles de proteinas
G sugiere la posibilidad de que la expresion de algunos
componentes del sistema adenilato ciclasa pudiera estar controlada
por glucocorticoides. De esta manera, los glucocorticoides, al igual
que las hormonas tiroideas, podrian regular diferencialmente los
niveles estacionarios de los diferentes componentes de la adenilato
ciclasa sensible a hormonas. Cambios en las proporciones de las
subunidades o«:B/y podrian alterar la respuesta celular a una
determinada hormona. La disminucion en la cantidad existente en
el equilibrio de la subunidad a-Ggs, junto con los cambios en la

actividad catalitica de adenilato ciclasa (Mazancourt y col.,, 1989) y
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posiblemente en la actividad de la fosfodiesterasa (Mangianello,
Vanghan 1973; Thotakura y col., 1982), podrian explicar, al menos
en parte, la menor acumulacion de AMPc y lipolisis en adipocitos
de ratas adrenalectomizadas; sin embargo, la escasa correlacién
entre la acumulacién de AMPc (estimulado por el forskolina) y
lipolisis, encontrada en adipocitos de ratas adrenalectomizadas
sugiere que etapas posteriores al acimulo de AMPc, como por
ejemplo las lipasas, podrian estar regulados por glucocorticoides

(Ros, Northup y Malbon 1989).
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4.- OBJETIVOS DE ESTA TESIS Y SU JUSTIFICACION.

En términos generales, el objetivo de este trabajo ha sido
profundizar en el conocimiento del papel que desempeian los
glucocorticoides en la regulacion de la ruta gluconeogénica por
acidos grasos y por catecolaminas. De forma sucinta, los objetivos
generales perseguidos en el trabajo experimetal objeto de esta
tesis han sido:

l.- Estudio del papel de los glucocorticoides en la regulaciéon de
la gluconeogénesis hepatica por acidos grasos.
2.- Estudio del papel de los glucocorticoides en la respuesta

metabdlica a agonistas o-adrenérgicos.

Un hecho clinico bien conocido es que la insuficiencia
suprarrenal conlleva una incapacidad para tolerar el ayuno.
Periodos cortos de ayuno dan lugar a un cuadro de hipoglucemia
que puede comprometer la vida del paciente. Long y col., (1940)
demostraron que dicha hipoglucemia es consecuencia de una
disminucion de la capacidad hepatica de producir glucosa. Dado
que los glucocorticoides tienen una clara accion proteolitica sobre
el tejido muscular (Goldberg, 1969, 1980), la deficiencia de
glucocorticoides podria dar lugar a una menor disponibilidad de
aminodcidos para la sintesis de glucosa de novo. En el animal
intacto es posible que este mecanismo tenga importancia
cuantitativa; no obstantae, estudios con oOrganos o con células
aisladas de animales adrenoprivos han permitido demostrar una

alteracion de la ruta gluconeogénica (Haynes, 1964; Sistare y
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Haynes, 1985). La perturbacion de dicha ruta estaria localizada en
alguna de las etapas que comprenden la transformaciéon de
piruvato en fosfoenolpiruvato (Exton y col., 1970). La
adrenalectomia no perturba la gluconeogénesis a partir de
substratos que inciden en la ruta gluconeogénica a nivel de triosa

fosfato (Exton y Park, 1965).

El efecto permisivo de los glucocorticoides sobre Ila
estimulaciéon de gluconeogénesis por glucagobn ha sido muy
estudiado (Exton y col., 1966; Eisenstein y Strack, 1968). Sin
embargo, el papel de los glucocorticoides en la regulaciéon de
gluconeogénesis por acidos grasos o catecolaminas, cuyos niveles
plasrﬁﬁticos también aumentan durante el ayuno, esté
practicamente inexplorado. El interés de la influencia de la
adrenalectomia en la regulacion de gluconeogénesis por Aacidos
grasos viene justificado por el hecho de que existe un gran ndmero
de trabajos en la literatura que sugieren la existencia de una
correlacion positiva entre niveles plasméaticos de acidos grasos y
tasa de gluconeogénesis hepatica. Situaciones fisiolégicas o
patolégicas como el ayuno, hipertiroidismo o la diabetes que se
caracterizan por cursar con un aumento de gluconeogénesis van
acompanadas de un aumento en la movilizacidon y oxidacion de
acidos grasos (Parrilla, 1978; Hales y Hyans, 1964; Cahill y col.,
1966). En los animales adrenoprivos parece ocurrir la situacién
inversa, es decir, junto a una disminucién en los niveles circulantes
de acidos grasos (Spirovski y col., 1975; Gauthier y col.,, 1986) se

ha descrito una disminucién de la tasa de gluconeogénesis. Sin
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embargo, hasta el momento, la posible interaccidén
glucocorticoides-dcidos grasos en el control de la gluconeogénesis

no ha sido estudiada.

Los estimulantes oa-adrenérgicos desempefian un importante
papel en el control de gluconeogénesis. Sin embargo, curiosamente,
tampoco se ha estudiado con detalle la interaccién de

glucocorticoides con agonistas a-adrenérgicos en la regulacion de

gluconeogénesis.

En este trabajo hemos prestado particular atencién a la
relacion existente entre la activacion del metabolismo energético
(respiracion hepatica) y la estimulacion de gluconeogénesis. Para
ello, hemos estudiado la respuesta hepatica a 4acidos grasos y a
agentes o-adrenérgicos en ratas adrenalectomizadas y en ratas

sometidas a una operacidon simulada.

La acciéon de agentes como acidos grasos y ciertas hormonas
cursa con un incremento de la tasa hepatica de consumo de
oxigeno (Halestrap y Dunlop, 1986; Gonzilez-Manchén y col., 1988
a,b; Gonzalez-Manchén y col., 1989). Sin embargo, el papel que
juega la estimulacion de respiraciéon en la activacién de los
procesos biosintéticos no estd ain claramente establecido. La idea
mas generalizada es que un aumento de respiracion,
independientemente de cual sea la causa que lo origina,
estimularia la tasa de gluconeogénesis suministrando energia
(Quinlan y Halestrap, 1986; Kraus-Friedman, 1986). Esta hipoétesis,

aunque apoyada por evidencias experimentales, no esta de
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acuerdo con el concepto vigente acerca del control de respiracion,
que apunta a que un incremento en las demandas energéticas es la
causa y no la consecuencia del aumento del flujo de electrones a
través de la cadena respiratoria (Tager y col., 1983). Trabajos
recientes de nuestro laboratorio (Gonzalez-Manchén y col.,1988 a)
han puesto de manifiesto que la estimulacién de respiracion
hepéatica inducida por acidos grasos supera la demanda energética
del proceso de gluconeogénesis. Esta descompensacién del balance
energético no se debe a una accién desacoplante de los acidos
grasos sobre la cadena respiratoria ya que se pudo observar que la
administracién de un substrato energético, después de haber
estimulado la respiraciéon hepatica con octanoato, producia un
incremento en el consumo de oxigeno que estequiométricamente
daba cuenta del aumento de produccidon de glucosa (Gonzalez-
Manchén y col., 1988 a). La energia derivada de la oxidacion de
acidos grasos parece utilizarse fundamentalmente en incrementar
la tasa de cetogénesis. La wutilizacién de higados de ratas
adrenoprivas nos ha permitido disociar los efectos de é&cidos
grasos, incrementando las tasas de respiracion y cetogénesis de su

accion sobre la ruta gluconeogénica.

Por otra parte, una caracteristica que acompafia la respuesta
celular a agentes o-adrenérgicos es también un aumento de la
respiracion hepatica (Jacob y Diem, 1975; Reinhart y col., 1982).
Algunos autores han sugerido que la accién primaria de los
agentes «a-adrenérgicos seria la estimulacién de la cadena

respiratoria (Yamazaki, 1975; Halestrap y col., 1985) y que los
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equivalentes de reduccién serian suministrados por la
estimulacién de la oxidacién de acidos grasos inducidos por estos
agentes (Quinlan y Halestrap, 1986). Tampoco en el caso de la
estimulacién «-adrenérgica parece existir una relacién causa-
efecto entre el aumento de respiracién y la estimulacién de
gluconeogénesis. La administracion de fenilefrina a higados
aislados y perfundidos en ausencia de substratos produce un
aumento considerable de respiraciéon hepatica cuando la tasa de
gluconeogénesis es practicamente despreciable (Gonzéilez-Manchén
y col., 1988 b). La estimulacién del metabolismo energético,
inducido por fenilefrina, pudiera estar relacionado con los
movimientos de iones a través de la membrana plasmaitica que se
producen en respuesta al agonista o-adrenérgico (Althaus-Salzman
y col., 1980; Haiissinger y col., 1987; Reinhart y col., 1984). Dado
que la integridad celular requiere el mantenimiento de gradientes
electroquimicos, a través de la membrana plasmatica, parece logico
pensar que la estimulacién de flujos idnicos, inducida por
fenilefrina, conlleve la activacidon de algunos sistemas de bombeo
iénico con el consiguiente consumo energético. Por esta razon,
hemos prestado atenciéon a la respuesta ionotropica a fenilefrina en

higados de ratas controles y adrenalectomizadas.

Los trabajos de Rasmussen y Tenenhouse, (1968) y los de
Exton y col., (1972), sugirieron la posibilidad de que la accién
permisiva de los glucocorticoides pudiera estar relacionada con el
mantenimiento del ambiente id6nico intracelular, induciendo la

sintesis de las proteinas encargadas del transporte de iones a
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través de las membranas celulares, de manera que se preservara
la sensibilidad de los procesos fisiolégicos a AMPc. Estos autores se
basaron en los efectos conocidos de los esteroides adrenales sobre
el transporte de calcio en el intestino (Harrison y Harrison, 1960),
en el movimiento de Na* y K* en muchos tipos celulares, y en el
hecho de que cambios en la distribucion de estos iones pueden
alterar los flujos de Ca2* (Reuter y Seitz, 1968; Blaustein y
Hodgkin, 1969) y afectar por este mecanismo la accién de
hormonas mediadas por un aumento en la concentracién celular de
AMPc (Rasmussen, 1970). Curiosamente, estos trabajos tuvieron
escasa repercusiéon y no tenemos constancia de que se haya
propuesto un mecanismo similar para explicar los efectos
permisivos de los glucocorticoides sobre la accion a-adrenérgica.
En la ultima década se ha avanzado considerablemente en el
conocimiento del mecanismo de accion de los agentes «-
adrenérgicos. La uniéon de los agonistas aj-adrenérgicos da lugar a
una serie de acontecimientos, mediados por proteinas G, que
conducen a un aumento en la hidrélisis de fosfoinositidos y a un
aumento en la concentracion de Ca2* libre citosdlico. Paralelamente
se produce una redistribuciéon de los iones K*, Ca2* y H* y un

aumento en la tasa de consumo de oxigeno.

La carencia de esteroides suprarrenales puede influir en uno
6 mas puntos de esta secuencia de acontecimientos. Nuestro
trabajo se ha centrado fundamentalmente en el estudio de la

influencia de la adrenalectomia sobre las respuestas respiratoria,
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presora e ionotropica de fenilefrina en relacién al papel de los a-

agonistas en el control de la gluconeogénesis hepatica.

Hasta el momento, no existe apenas ningin estudio acerca
del posible papel de los glucocorticoides en la respuesta
ionotropica hepatica a a-agonistas. Recientemente Borle y Studer,
(1990) han descrito una perturbaciéon en los flujos de Ca2*
inducidos por fenilefrina en hepatocitos de ratas
adrenalectomizadas, que pudiera estar mediada por una alteracidn
en la ATP-asa dependiente de Ca?* y de Mg2*. La relacién entre
perturbacion de flujos de Ca2*, y posiblemente de otros iones, en
respuesta a agonisias a-adrenérgicos en animales adrenoprivos y
los cambios en las respuestas energética y metabolica, hasta el

momento, no han sido estudiados.
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§.- PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este trabajo hemos utilizado como
modelo experimental una preparacién de higado perfundido. El
aislamiento de un o6rgano y el estudio de su actividad funcional
facilita la posibilidad de obtener informacién en condiciones

controladas.

El higado contiene distintos tipos celulares cuya localizacién
respecto a la vasculatura hepitica varia y que estan especializados
en la realizacion de distintas funciones. Las células
parenquimatosas constituyen el 80-90% del higado (Blomhoff,
1987) y participan fundamentalmente en el metabolismo de
hidratos de carbono, aminoacidos, lipidos y xenobiéticos. De ahi
que la mayoria de los estudios de regulacién del metabolismo de
hidratos de carbono se haya centrado en la maquinaria metabodlica
de este tipo de células. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
venido prestando atencién al hecho de que la interaccién entre los
distintos tipos celulares y la vasculatura hepatica puede jugar un
papel relevante en la regulaciéon del metabolismo de hidratos de
carbono en determinadas condiciones fisiolégicas o patofisioldgicas.
Asi, por ejemplo, algunos agentes como prostaglandina E2, factor
estimulador de plaquetas (PAF) o tromboxanos, producen una
respuesta glucogenolitica a concentraciones similares a las halladas
en condiciones patofisidlogicas como el trauma (Meren y col., 1987;
Buxton y col., 1987; Fisher y col., 1987), pero no producen efecto

alguno en suspensiones de hepatocitos aislados (Buxton y col.,
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1987; Fisher y col., 1987). El mecanismo de accidén de estos agentes
podria estar relacionado con un efecto vasoconstrictor (Buxton y
col.,, 1986; Hill y Olson, 1987). El flujo sanguineo a través de la
vasculatura hepatica es sensible a regulaciéon hormonal y neural
(Lautt y Greenway, 1976; Reilly y col., 1981). Ello ha llevado a
considerar que la distribucién intrahepatica de sangre, en
respuesta a ciertos estimulos, pueda ser también un elemento

regulador del metabolismo hepético.

La utilizacién del higado aislado y perfundido, en circuito
abierto, ofrece la ventaja, que creemos esencial para nuestros
objetivos, de poder mantener condiciones estacionarias en el
suministro de substratos, a concentraciones fisiolégicamente
relevantes. Por otra parte, la posibilidad de determinar diferencias
arteriovenosas en la concentracion de substratos permite realizar

estudios estequiométricos precisos.

En todos los experimentos realizados con higado perfundido
hemos llevado a cabo un registro continuo de la presidén parcial de
oxigeno, que consideramos de gran ayuda para determinar cuando

la preparaciéon alcanza una tasa estacionaria de respiracion.

De forma rutinaria los higados fueron perfundidos durante
25-30 min. antes de comenzar la administraciéon de substratos y
hormonas. La forma original de administracion de substratos en
algunos de estos experimentos ha proporcionado interesantes
resultados. Nos referimos a la administraciéon incrementando su

concentracion de forma lineal mediante formadores de gradientes,
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disefiados especialmente para este fin. Esta forma de
administraciéon de substratos ha resultado ser mas eficaz que la
administraciéon de concentraciones fijas hasta alcanzar situaciones
estacionarias, debido a la reproductibilidad y gran cantidad de

informacién que se puede obtener en un solo experimento.

En este trabajo hemos estudiado la influencia de la
adrenalectomia sobre las acciones metabdlicas de octanoato y de
fenilefrina. En la eleccion de octanoato, un &acido graso de cadena
media, para la realizacion de este estudio se ha tenido en cuenta
no solamente su solubilidad sino también que no se transforma
practicamente en triacilglicerol (Fritz, 1961), no interacciona con el
enzima fructosa bisfosfatasa (Baxter y col., 1972) y que no
requiere carnitina palmitoiltransferasa para su transporte a través

de la membrana mitocondrial (Aas, 1971).

Para la caracterizacion de la respuesta o-adrenérgica en
higados de ratas controles y adrenalectomizadas se ha utilizado un
equipo de perfusion que permite la deteccion simultinea de
presiéon portal, pO7, pK*, pCa2* y pH, segin se describe en el
apartado de Métodos. La dificultad de detectar variaciones de
magnitud micromolar en un medio con alto contenido en sales y
que presenta una concentracion de Ca?* y K* de ImM y 6mM,
respectivamente, pudo resolverse utilizando electrodos selectivos
conectados a amplificadores que permiten medir con precision
sefales de microvoltios. Las seifiales analdgicas del

electromanémetro y de los electrometros utilizados como
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detectores de iones fueron digitalizados en un conversor analégico
digital dotado de un multiplexor, y enviados a un ordenador
mediante una puerta de comunicaciéon IEE488 (GPIB). Este sistema
ha permitido la obtencién de datos de gran interés al permitir
relacionar los efectos hemodindmicos € ionotrdpicos, inducidos por
fenilefrina, con la actividad metabolica del tejido hepatico. Hay que
destacar que se han podido detectar cambios en la concentracion
de Ca2* y K%' en el efluente hepitico sin necesidad de alterar la
composicion idénica del medio de perfusion ni de afiadir agentes

quelantes como se venia haciendo hasta el momento.



MATERIALES 'Y METODOS



1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En este trabajo hemos utilizado ratas macho raza Wistar, de
160-190 gramos de peso, mantenidas hasta su uso, en condiciones
controladas de luz (ciclos de 12 horas de luz-oscuridad),
temperatura (22+2°C) y humedad en el animalario del Centro de
Investigaciones Bioldgicas. Segin se indique, los animales fueron
alimentados ad libitum, con pellets para rata Panlab o sometidos a

ayuno durante 48 horas antes de su utilizacién experimental.
2.- REACTIVOS.

La mayor parte de los reactivos utilizados fueron adquiridos
en Sigma Chemical Co. (St. Luis, Mo, U.S.A.) y en Merck (Darmstadt,
Alemania). Los enzimas fueron adquiridos en Boehringer
(Mannheim, Alemania). El glucocorticoide administrado a los
animales (Hemissuccinato sodico de 6-metilprednisolona) era de
los laboratorios Hoechst Iberica, S.A. Barcelona, el resto de los
glucocorticoides y mineralocorticoides utilizados fueron de Sigma

Chemical.

3.- MANIPULACION DE ANIMALES, TRATAMIENTO Y
TOMA DE BIOPSIAS.

La adrenalectomia se realiz6 una semana antes de la fecha
prevista para la realizaciéon del experimento. Para ello, una vez
anestesiada la rata con éter, se afeita la zona a operar y se hacen

dos incisiones dorsales, a ambos lados de la columna vertebral, por



debajo del reborde costal. Una vez extraidas las capsulas
suprarrenales se dan dos puntos de sutura en la capa muscular y
otros dos o tres en la piel. Las capsulas fueron examinadas con
lupa, para comprobar que no habian sufrido ningin tipo de rotura
o desgarro en el proceso de extirpacion de las mismas. A los
animales adrenalectomizados se les administr6 en el agua de
bebida una solucién de NaCl al 0,9 %. Los animales utilizados como
control fueron sometidos a una operacion simulada, en la que se
les practicaron las dos incisiones dorsolaterales, sin extirparles las

capsulas, y se procedié de igual manera en la sutura.

Tras la intervencidén quirirgica, los animales fueron pesados
diariamente. La figura 2 recoge el efecto de la adrenalectomia
sobre el desarrollo corporal. Mientras en las ratas sometidas a una
operacion simulada no se observé impedimento alguno en su
desarrollo corporal, las ratas adrenalectomizadas mostraron una

menor tasa de ganancia de peso, que las ratas controles.

La tabla I, recoge alguno de los efectos caracteristicos que
produce la extirpacién de las glandulas suprarrenales. De acuerdo
con observaciones previas (Hers y col., 1970; Landau, 1965) la
adrenalectomia conlleva wuna disminucidén, en los niveles
circulantes de glucosa y en el contenido hepético de glucdgeno,
mas acusada cuando los animales son sometidos a un periodo de
ayuno de 48 horas. Paralelamente, de acuerdo con los trabajos de
Vanlan y col.,, 1974, los niveles de insulina disminuyen en

aproximadamente un 50% en ratas adrenalectomizadas
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FIGURA 2
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL DESARROLLO
CORPORAL.
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Ratas de aproximadamente 170 gramos de peso fueron
adrenalectomizadas (-0-) o sometidas a una operacién simulada
(-=-) segin se describe en Métodos. Los animales fueron pesados
diariamente durante, los cinco dias siguientes a la intervencion
quirirgica y después de un periodo de ayuno de 48 horas. Los
resultados son la media de, al menos, 40 observaciones + el error
estandar de la media.



TABLA 1

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS NIVELES
PLASMATICOS DE GLUCOSA E INSULINA Y EL CONTENIDO

HEPATICO DE GLUCOGENO.
NIVELES PLASMATICOS DE CONTENIDO HEPATICO
AYUNO GRUPO DE GLUCOGENO
(dias) GLUCOSA INSULINA
(mM) (uU/ml) (mg/g de tejido)
0 CONTROL  12+0,3 42+3 55+4
ADX 10+0,3* 25+5%= 42+4
2  CONTROL 6,6+0,5 15+3 3+0,6
ADX 3,5+0,2%*x* 8+0,Bx**x 0,3+0,07**x
*p<0,01 **p<0,001 Respecto al control en ratas alimentadas.

***p<(,01 ****p<(,001 Respecto al control en ratas mantenidas
en ayuno durante 48 horas.

Ratas controles y adrenalectomizadas fueron sacrificadas 7
dias después de la intervencién quirdrgica. Para la determinacién
del contenido hepético de glucégeno se tomaron biopsias hepaticas
ligando el loébulo correspondiente para prevenir pérdidas de
sangre. Inmediatamente después se tomaron muestras de sangre
de la aorta, en su bifurcacién iliaca para la determinacién de los
niveles de glucosa e insulina en plasma. Los resultados son la
media de 3-13 observaciones + el error estindar de la media.
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alimentadas ad libitum o sometidas a un periodo de ayuno de 48

horas.

En algunos casos, las ratas adrenalectomizadas fueron
tratadas in vivo con dosis sustitutivas de glucocorticoides o
mineralocorticoides, la prednisolona fue administrada por via
intramuscular 24 y 12 horas antes del comienzo del experimento.
En cada inyeccidon se puso lmg del corticoide disuelto en 0,lml de
agua destilada. La dexametasona y la aldosterona fueron
administradas subcutdneamente y la dosis elegida fue de
0,Img/Kg de peso corporal. Las dos hormonas fueron diluidas en
suero salino y la cantidad total que se debia inyectar se dividi6 en
dos dosis iguales diarias, incluyendo la mafana del dia del
experimento. Las dosis diarias de glucocorticoides vy
mineralocorticoides fueron elegidas de forma que se aproximasen
a los niveles fisiologicos de su produccion. La dexametasona fue
elegida porque no se une virtualmente a sitios de unién de
mineralocorticoides ni tiene actividad mineralocorticoide (Feldman
y col., 1972; Hierholzer y Lange, 1974). La dosis elegida de
aldosterona es equivalente a la de secrecion de dicha hormona en

ratas con una dieta normal (Bastl, Binder y Hayselett, 1980).

La tabla II muestra cémo el tratamiento con prednisolona y
dexametasona a ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo
de ayuno de 48 horas, fue efectivo incrementando los niveles de

glucosa y el contenido hepatico de glucdgeno.
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TABLA 11

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON
GLUCOCORTICOIDES Y ALDOSTERONA A RATAS
ADRENALECTOMIZADAS SOBRE LOS NIVELES DE

GLUCOGENO Y DE GLUCOSA.
GLUCOSA GLUCOGENO
TRATAMIENTO (mM) mg/g tejido
--------- 3,52+0,18 0,32+0,08
PREDNISOLONA 5,1+0,66* 10,6+2,9*
DEXAMETASONA nd 13,5+43,1*
ALDOSTERONA nd 0,59+0.26**

*p < 0,01

** ng

Ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo de ayuno
de 48 h., fueron tratadas con dosis sustitutivas de prednisolona,
dexametasona o aldosterona, segin se describe en Métodos. La
determinacion de los niveles plasmaticos de glucosa y del
contenido hepatico de glucdgeno se efectué como se describe en
Métodos. Cada valor es la media de 7-13 observaciones + el error
estandar de la media.



Cuando fue necesaria la toma de biopsias hepaticas, se
procedié anestesiando la rata via intraperitoneal (Nembutal,
50mg/kg peso) y tras realizar una incision abdominal media, se
cortd6 uno de los 16bulos hepiticos que fue inmediatamente
congelado con unas pinzas con bloques de aluminio en su extremo
distal (Wollenberger y col., 1960), disefiadas y construidas en el
Servicio de Instrumentacion del Centro de Investigaciones
Biologicas (C.S.I.C.), enfriadas previamente en nitrogeno liquido.
Las biopsias se almacenaron en nitréogeno liquido hasta su

procesamiento.

4.- PERFUSION HEPATICA.

El modelo experimetal utilizado fue el higado aislado y
perfundido. Este método consiste en la perfusion del sistema
vascular hepético con una solucién tampén en la que se disuelven
los substratos y/o agentes cuya accidon se quiera estudiar.
Posteriormente se analiza el efluente determinando las tasas de

utilizacion y/o producciéon de los distintos metabolitos.

4.1.- MEDIO DE PERFUSION.

La soluciéon tampon fue Krebs-Ringer bicarbonato (Krebs vy
Henseleit, 1932), equilibrado, mediante un oxigenador
termostatizado, con una fase gaseosa de 02:CO2 (95:5,v/v) para
conseguir un pH de 7,4 y una temperatura de 36°C. Esta solucion

tampdon fue preparada inmediatamente antes de su uso con agua



calidad reactivo, tiene una osmolaridad de 303 mosm y su
composocion es la siguiente: NaCl 124,76 mM, NaHCo3z 19,04 mM,
H7KPO4 1,19 mM, MgzS04 1,19mM, KC1 4,79 mM y CaCl; 1 mM. En
los experimentos realizados con medio de perfusion libre de sodio
se afadié la cantidad necesaria de cloruro de colina para mantener

la osmolaridad del medio.

Los distintos substratos s¢ administraron diluidos en el
medio de perfusion, alternando su administracion mediante llaves
de paso intercaladas entre la bomba peristaltica y el fluido de

perfusidn.

En algunos experimentos la concentracion de substrato se

incrementd de forma lineal mediante un formador de gradientes.

4.2.- TECNICA OPERATORIA.

Una vez anestesiada la rata con (Nembutal 50 mg/Kg peso.)
se practica una incision abdomial media, y se retiran las visceras al
lado izquierdo del animal para exponer la vena porta. Después, se
colocan ligaduras en las venas porta y cava inferior por encima de
las venas renales. A continuacion se procede a la canulacién de la
vena porta mediante una pequefa incision para introducir el
catéter por el que fluye el tampon a una velocidad aproximada de
30 ml/min. Inmediatamente después de ligar el catéter se
seccionan los vasos abdominales a la altura de la bifurcacion
pélvica para conseguir el drenaje rapido de sangre y evitar la

edematizaciéon del organo. Después de la diseccidon del tracto
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gastrointestinal, se abre la cavidad toricica y se canula la vena
cava inferior a través de una incision practicada en la auricula
derecha. Entonces se ata fuertemente la ligadura colocada en la
cava inferior por encima de las venas renales, con lo que el fluido
de perfusion que sale del higado es recogido a través de la
segunda cénula. Para evitar manipulaciones innecesarias, el higado
fue mantenido in situ durante la perfusion. Los principales
criterios seguidos para evaluar el estado de las preparaciones
fueron las determinaciones de presién portal y de consumo de

oxigeno.

4.3.- EQUIPO DE PERFUSION HEPATICA.

El sistema de perfusion estd representado esquematicamente
en la figura 3. La bomba peristaltica (Masterflex Computerized
Drive, Cole-Parmer Inst. Co.) permite la progresion del fluido de
perfusién a través del circuito, asi como la regulaciéon de la
velocidad del flujo. El oxigenador consta de dos cilindros
concéntricos, separados por una cdmara por la que circula
continuamente la mezcla gaseosa con la que se equilibra el medio
de perfusion. Este fluye a través de un tubo de silastic enrollado
sobre el cilindro interno. El silastic es un material permeable sélo a
los gases, consiguiéndose una perfecta oxigenacion del medio de
perfusién. Por el cilindro interno del oxigenador circula agua a
temperatura controlada por un termocirculador (Haake DS8-L

Mess-Technik Grubh Co.).
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FIGURA 3
DISPOSICION ESQUEMATICA DE LOS DISTINTOS ELEMENTOS DEL
SISTEMA DE PERFUSION HEPATICA UTILIZADO.
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Las caracteristicas de los distintos elementos de los sistemas
de perfusiéon y de adquisicion de datos han sido descritos en el
apartado 4 de Métodos.
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Una vez oxigenado y atemperado, el fluido de perfusiéon pasa
por una camara de metacrilato cuya funcidon es filtrar y atrapar
posibles burbujas. El medio de perfusidn penetra en la cimara en
la parte media a fin de que las burbujas asciendan y de la parte
inferior de la camara parte el catéter que llega a la vena porta. El
efluente hepatico se hace pasar a través de células de flujo
continuo donde se encuentran adaptados los electrodos selectivos
para pCa2*, pK* y pH, con una referencia comin, y un electrodo de
platino tipo Clark para determinacién de pOj3. Estos electrodos
tienen una resistencia interna muy alta que dificulta la deteccidén
de pequeiias variaciones de voltaje. El problema de medir cambios
iénicos en el medio fisiolégico requeria un equipo que permitiera
la apreciaciéon de variaciones de muy pequeia intensidad sobre la
base de niveles i0nicos fisiologicos, es decir, un equipo preparado
para discernir débiles incrementos frente a una sefial de fondo
mucho mayor. Con los amplificadores (Single channel meter SOM-1
Recording plON meter MIC-101, Biomedical Inst. Group,
University of Pennsylvania) de una elevada impedancia de
entrada, se midieron de forma fiable y precisa las variaciones de

pK* y de pCa?* en el efluente hepatico.

La presion portal se midié6 con un electromanémetro (HSE
elektro-manometer type 302 Hugo Sachs Elektronik K9), con salida

analégica que permitié el registro continuo de la senal.

Las senales analdgicas de cada parametro, se digitalizaron

mediante un conversor analégico/digital (HP 3421A, Data
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Adquisition Control Unit, Hewlett Packard). Las seiales del
conversor se enviaron a un ordenador personal con una puerta de
comunicacién HPIB (IEE488) y procesador con adaptaciones de
“hojas de calculos” comerciales para calcular y representar

graficamente los valores de los distintos parametros.

4.4.- MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO.

El consumo de oxigeno se determina calculando la diferencia
de concentracion arteriovenosa. Dicha diferencia se establece
refiriendo los valores de concentracién venosa. registrados durante
el experimento, a los de concentracion arterial fijados mediante
calibraciéon previa con gases de concentraciéon de oxigeno conocida:

carbogeno(95% de O3) y aire (21% de O»).

El consumo de oxigeno se calculé segin la formula:

consumo Op= (A-V) x F x 1200/PC  (natom/100gPCxh)

siendo: A: concentracion de O7 arterial (mM)
V: concentracion de Oz venosa (mM)
F: flujo hepatico (ml/min)

P.C.: peso corporal (grs)
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4.5.- MEDIDA DE LAS CONCENTRACIONES DE K* Y Ca2*,

Las concentraciones de calcio y potasio libres en el efluente
hepatico se calculan previa calibracion de los electrodos selectivos
para dichos iones en el rango de variaciones en el que
habitualmente oscila en las condiciones experimentales. Es decir,
sobre la base de concentraciones de ambos iones presentes en el
medio de perfusion (tampén Krebs-Ringer bicarbonato o, en su
caso, libre de calcio) se anadieron concentraciones crecientes de los
mismos. Asi, se obtuvo, en representacidon semilogaritmica de los
mV. registrados frente al logaritmo de las miliosmolaridades
respectivas, una recta de calibracion a partir de la cual se

determindé la pendiente.

De modo que la féormula empleada en los céalculos fue:

[ion] = 10 [og ¢ + (y-m)/a] (mM)

siendo: c: concentracion del i6n correspondiente
en el tampon (mM)
y: registro en mV en cada momento
m: mV. correspondientes al logc sobre la
recta de calibracién

.. a: pendiente de la recta de calibracion

4.6.- MEDIDA DEL pH DEL EFLUENTE HEPATICO.

En este caso, la relaciéon entre voltaje registrado y unidades

de pH es lineal con pendiente negativa que varia dependiendo de
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la temperatura. El fluido de perfusiéon debe ajustarse a un pH de
7,4 y la calibraciéon del electrodo se realiza en torno a este punto,
en el rango de variacion obtenido al eliminar paulatinamente el
oxigeno de un tampén oxigenado (95% de O3) hasta equilibrar
dicho tampén con aire (21% de O32). De esta forma se calculan la
pendiente y ordenada en el origen de la recta de calibracién de tal

forma que:

pH = y-b/a (unidades de pH)

siendo: y: registro en mV. en cada instante
a: pendiente de la recta de calibracion

b: ordenada en el origen

El registro simultaneo de O3, pH, [K*], [Ca2*] y presién es
continuo a lo largo de tada la perfusién a un ritmo de 10 datos de
cada parametro por minuto. Las fOrmulas anteriormente citadas
permiten, previa elaboracion de un programa basado en el
lenguaje de macros de la hoja de calculo Lotus 1-2-3, la

transformacion instantinea de voltajes a unidades de uso comiin.

5.- METODOS ANALITICOS.

5.1.- DETERMINACION DE GLUCOSA, INSULINA Y ACIDOS GRASOS
EN PLASMA.

Para la determinacion de los niveles plasmaticos de glucosa,
acidos grasos libres e insulina se tomaron muestras de sangre de la

aorta en su bifurcacion iliaca con una jeringuilla heparinizada.
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Después de sedimentar las células centrifugando a 8000 rpm.
durante 10 minutos, la concentraciéon de glucosa se determiné
enzimiticamente segin se ha descrito (Bergmeyer, 1965). El
contenido de acidos grasos libres en plasma fue determinado por

el método de Dole (1960).

La determinaciéon de los niveles plasmaticos de insulina se
realiz6 mediante radioinmunoensayo segin modificaciones del
método de Taylor, 1976 (Wilson y Miles, 1977, Starr 1979). La
insulina utilizada en la confeccién de la curva estindar fue insulina
de rata. La insulina marcada con I125 (actividad especifica de
aproximadamente 300uCi/ug) procede de humanos. El suero anti-
insulina se obtuvo en cobaya contra insulina humana. La
precipitacion del complejo antigeno-anticuerpo se logra con un
segundo anticuerpo. Estos componentes fueron obtenidos en Sorin
Biomédica (Vercelli, Italia). La especificidad del antisuero utilizado
es del 100% para insulina de rata y la sensibilidad del método se

sitia en torno a + 2,5uU/ml.

5.2.- DETERMINACION DE INTERMEDIARIOS.

Los metabolitos fueron medidos espectofotométricamente
mediante reacciones que, de alguna forma, acaban produciendo
cambios en el estado de Oxido-reducciéon del sistema de
nucledtidos de nicotinamida. Todos los metabolitos fueron medidos
seglin métodos previamente descritos (Bergemeyer, 1965;

Williamson y Corkey, 1968).
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5.2.1.- Determinaciéon de glucosa.

El ensayo para la medida de glucosa se basa en que la
hexoquinasa cataliza la fosforilaciébn de glucosa por ATP en

presencia de iones Mg2* segiin la ecuacion:
D-Glucosa + ATP <----——--—-- > D-Glucosa-6-Fosfato + ADP

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa cataliza la oxidaciéon de

glucosa-6-fosfato por NADP* segiin la ecuacion:
D-Glucosa-6-fosfato + NADP*-->6-Fosfogluconato+ NADPH +H*

El equilibrio de esta reaccion esta desplazado completamente
hacia la formacién de NADPH, lo que produce un aumento de
absorcion a 340 nm que permite la valoracién cuantitativa de
glucosa. El tampén utilizado para el ensayo fue trietanolamina
50mM, cloruro magnésico 10mM, EDTA 5mM, pH 7,4 conteniendo
ATP 5mM y NADP 6,5 mM.

5.2.2.- Determinacion de lactato y de piruvato.

Las concentraciones de lactato y piruvato se determinaron
enzimaticamente mediante lactato deshidrogenasa. La medida de
lactato se basa en que la enzima lactato deshidrogenasa cataliza la
oxidacién de lactato actuando NAD*' como aceptor de hidrogeno

seglin la ecuacion:

Lactato + NADY <-e-reev LDH._____. > Piruvato + NADH + H*
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Segin exista un exceso de NAD' o de NADH se podra medir
de forma cuantitativa lactato o piruvato respectivamente.
Obviamente, puesto que el HY es un reactivo, el pH del medio
influye decisivamente en la marcha de la reaccion. A pH 74, el
equilibrio esta desplazado hacia la formaciéon de lactato, y la
disminuciéon de absorcion producida por la desaparicion de NADH
permite la valoracion cuantitativa de piruvato. Ya que la reaccién
es termodinamicamente desfavorable en el sentido de formacidon
de piruvato, para la determinacion de lactato se utiliza un tampoén
alcalino, con el fin de eliminar protones y desviar el equilibrio

hacia la formacién de piruvato y NADH.

Para la determinacion de lactato se utiliz6 un tampén glicina
0,5M-hidrazina 0,4M, pH 9.5, conteniendo NAD* 0,8mM vy, para la
de piruvato, un tampén de trietanolamina 50mM, pH 7.4,

conteniendo MgCl; 10mM, EDTA 5 mM y NADH 0,1 mM.
5.2.3.- Determinacion de cuerpos cetonicos.

La determinaciéon de f-hidroxibutirato y acetoacetato se
realizé enzimaticamente, utilizando la reaccion catalizada por la -

hidroxibutirato deshidrogenasa, segin se ha descrito previamente

(Williamson y Corkey, 1969). La p-hidroxibutirato deshidrogenasa

cataliza la reaccion:

Acetoacetato + NADH + HY <-——-—-- >B-hidroxibutirato + NAD*
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El tampén del ensayo fue trietanolamina 50mM, coluro
magnésico 10mM, EDTA 5mM, pH 7,4 conteniendo NADH 9mM
para la medida de acetoacetato y Tris 0,1M, hidracina 0,4M, pH 8,5
conteniendo NAD* 0,8mM para la medida de B-hidroxibutirato.

5.3.- DETERMINACION DEL CONTENIDO HEPATICO DE GLUCOGENO.

El glucégeno hepitico se extrajo del tejido mediante
ebullicion con una solucion al 30% de hidroxido potasico y
posterior precipitacién con etanol absoluto a -20°C. La glucosa
producida por la hidrélisis 4cida del precipitado de glucdgeno, se
cuantificO enzimaticamente segin se ha descrito en el apartado
5.2.1. Conocida la concentracion de glucosa y sabiendo que 5

umoles de glucosa equivalen a 1 mg de glucdgeno, se hicieron los

calculos oportunos, (Good, Kramer y Somogyi, 1933).

5.4- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTICO
DESHIDROGENASA (LDH) HEPATICA.

Una vez tomada la biopsia segin se ha descrito en el
apartado 3, se homogeneizé en 20 volimenes de tampdn Tris
0,IM, pH 7,5. Alicuotas de este extracto se utilizaron para la
valoracion de la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa. La
actividad se determiné en ambas direcciones. Para ello se
utilizaron dos tipos de tampones: HpKPO4 0,IM pH 7.4 y NADH
2mg/ml, en el sentido de desaparicion de piruvato y glicina 0,5M-

hidrazina 0,4M, pH 9,5 y NAD* 0,8mM en el sentido de formacién
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de piruvato. Se colocé en la cubeta 1,8ml del tampén y 20ul del
extracto hepatico y la reaccidén se inici6 al aiadir respectivamente
piruvato SmM o lactato 5SmM, segin fuese el caso. Los calculos se
hicieron a partir del registro grafico de la pendiente del inicio de la
reaccion y teniendo en cuenta el contenido en proteinas del
extracto utilizado, cuantificado por el método de Lowry (1951),

expresdndose en pmoles/min x mg proteina.

5.5.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE PROTEINA
QUINASA C (PKO).

La actividad de proteina quinasa C se determindé en biopsias
hepéaticas de ratas sometidas a una operacion simulada vy
adrenalectomizadas. El método consta de las siguientes etapas:
cinco minutos después de anestesiar las ratas con nembutal sddico,
se hace una incision abdominal amplia y tras apartar las asas
intestinales a la izquierda del animal se toma una biopsia, previa
ligadura del l6bulo correspondiente para evitar pérdidas de
sangre. Posteriormente, se inserta una jeringuilla en la vena porta,
a través de la cual se inyecta lentamente (20 segundos) 0,03mg de
fenilefrina disueltos en 0,2ml de solucién salina; un minuto
después de la administraciéon de fenilefrina se toma una segunda

biopsia.

Las biopsias hepéticas fueron homogeneizadas con 4
volimenes de tampdén A: Tris-HCl 20mM pH 7.5, 2mM EDTA,
0,5mM EGTA, 2mM ditiotreitol, 0,25M sacarosa, conteniendo
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20ug/ml de inhibidor de tripsina, 2mM de PMSF y 0,04mM
leupeptina. La preparacion de la fracciéon soluble y particulada se
realizé segin métodos descritos (Piccoletti y col.,1990). Después de
centrifugar el homogenado a 4000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante post-nuclear fue centrifugado a 100.000xg durante
lh a 4°C. El sobrenadante es la fraccién citosélica y el sedimento
constituye la fraccion de membranas. El sedimento se disolvié con
tampon A conteniendo Triton X-100 0,5% y se incubé en hielo
durante 1 hora, después de lo cual se centrifugé a 100.000xg
durante 1 hora para eliminar el material insoluble. Se pasaron a
través de columnas de DEAE-celulosa (1,5¢cm x 0,7cm),
previamente equilibradas con el buffer A-sacarosa, 0,5ml, de cada
una de las fracciones obtenidas, es decir, citosélica y particulada.
Tras lavar con 10ml del buffer A-sacarosa, para eliminar
inhibidores endégenos (Schwantke y Le Peuch, 1984), la PKC se
eluy6 de la columna en 1ml de buffer A-sacarosa suplementado
con 100mM NaCl. Experimentos preliminares realizados con un
gradiente de NaCl, indicaron que la mayor parte de la actividad de
proteina quinasa C se recoge en esta fraccion. La concentracion de
proteina en las dos fracciones, se determiné mediante el método

de Lowry (1951),

La actividad de proteina quinasa C se determindé midiendo la
incorporacion de 32P a partir de [y32ATP] en Histona de timo de
ternera (Tipo III S, Sigma) (Kikkawa y col., 1982). La mezcla de
reaccion (200ul) contenia 11mM Tris-HCl pH 7,5, 7,5mM MgCly, 1,5
mM CaClp, 50ug de histona, 25ug de fosfatidilserina, lug de
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dioctanoilglicerol, 0,05mM ATP, 0,25uCi 32P y 50ul de la
preparacién enzimatica. La actividad basal se obtuvo
reemplazando el CaClp y los fosfolipidos con 5SmM EGTA. Después
de un periodo de incubacion de 10 minutos a temperatura
ambiente, se pard la reaccion aiiadiendo 2ml de tricloroacético al
5% conteniendo 10mM H3PO4 a 4°C y 200ug de albimina bovina. El
material precipitado en frio, insoluble en &cido, se recogié por
filtracion en membranas de fibra de vidrio (whatman GF/A) de 2,5
cm de diametro. A continuacion los filtros se lavaron repetidas
veces con tricloroacético al 5% conteniendo 10mM H3PO4 y 5SmM
ATP y un dltimo lavado con etanol/éter etilico (l:1,v/v). Una vez
secos, los filtros fueron transferidos a viales con 2ml de liquido de
centelleo (quickzint, Zinsser Analytic) y la radiactividad
determinada en un contador de centelleo liquido. La actividad de
proteina quinasa C se determind en triplicado en ausencia y en

presencia de CaCly y fosfolipidos.

6.- ESTIMACION DEL FLUJO A TRAVES DEL CICLO DE LOS
ACIDOS TRICARBOXILICOS.

Para la estimacion del flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos hemos seguido el método descrito por Williamson y
col., 1969. El flujo a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos se
puede calcular a partir de las medidas de consumo de oxigeno,
corregidas por la produccién no mitocondrial de NADH y FADH, asi
como por la produccion de cuerpos cetonicos. En ausencia de

substratos se asume que la respiraciéon basal se debe a la oxidacidn
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de acidos grasos enddgenos de 16 atomos de carbono. La oxidacion
completa de 1 mol de palmitato requiere 46 atomos de oxigeno, de
ellos el 70% se consumen en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La
oxidacién de un mol de acetil-CoA requiere 4 &atomos de oxigeno.
Cada mol de acetoacetato generado a partir de 4acidos grasos
endogenos o de octanoato requiere 3,5 6 3 equivalentes de oxigeno
respectivamente, la formaciéon de p-hidroxibutirato requiere 2,5 6
2 equivalentes de oxigeno segin proceda de palmitato o de

octanoato. Se asume un valor del cociente P/O de 3.

7.- TRATAMIENTO ESTADISTICO.

La evaluacion estadistica de los resultados se realizd
determinando las desviaciones estidndar y la significacion de la
diferencia entre los distintos grupos segin el método de la t de

Student (Crow y col., 1960).



RESULTADOS
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1.- METABOLISMO HEPATICO DE LACTATO Y DE
PIRUVATO EN ANIMALES ADRENOPRIVOS.

1.1.- EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL METABOLISMO
HEPATICO DE LACTATO.

La figura 4 muestra el efecto de la adrenalectomia sobre las
tasas de respiracién y de gluconeogénesis a partir de
concentraciones crecientes de lactato. En esta figura se han
representado también las tasas de utilizacién de lactato y de
produccién de piruvato, asi como las variaciones en el cociente
lactato/piruvato en  higados de ratas controles vy
adrenalectomizadas. En estos experimentos, la concentracion de
lactato se increment6 de forma lineal desde 0 hasta 8 mM una vez
alcanzada una tasa estacionaria de respiracion en ausencia de

substratos.

En primer lugar, hay que destacar que el estrés quirtirgico no
produjo cambios apreciables en el metabolismo hepatico de lactato.
En efecto, nuestros resultados, obtenidos en ratas sometidas a una
operacion simulada (panel izquierdo de la Figura 4) estan de
acuerdo con observaciones previas de nuestro laboratorio
(Gonzalez-Manchén y col., 1989) realizadas en ratas controles. La
administracion de concentraciones crecientes de lactato da lugar a
un incremento progresivo en la tasa de respiracidon hepéatica, que
da cuenta estequiométricamente del aumento de la producciéon de
glucosa. La produccién de glucosa en funcion de la concentracion
de lactato muestra una cinética de saturacién tipica. La

concentracion de lactato con la que se consigue la “vpax” es de



FIGURA 4
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
RESPIRACION Y TASAS METABOLICAS INDUCIDOS POR
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN HIGADO AISLADO

Y PERFUNDIDO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas
sometidos a ayuno durante 48 h, fueron perfundidos como se
describe en Métodos. Alcanzada una tasa basal estacionaria de
consumo de oxigeno, la concentracién de substrato se incrementé
de forma lineal desde 0 hasta 8mM, mediante un formador de
gradientes, y fueron tomadas alicuotas del efluente a intervalos de
2min para la determinaciéon de los distintos metabolitos. Los
resultados son valores promedio de, al menos, 4 experimentos.
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aproximadamente 1ImM, y se encuentra, pues, dentro de los
margenes de concentracion de lactato en condiciones fisioldgicas
(Parrilla, 1978 b; Hers y Hue, 1983; Groen y col., 1986). La tasa de
utilizacion de lactato muestra un comportamiento bifiasico, alcanza
un maximo a una concentracion de lactato de aproximadamente
ImM, coincidiendo con la curva de saturacidn de glucosa que se
mantiene hasta una concentracion de lactato proxima a 3mM, a
partir de la cual se observa un incremento lineal en la velocidad

de utilizacién de substrato.

La comparacion entre los resultados obtenidos en ratas
controles y adrenalectomizadas revela que el incremento de
respiracion, inducido por el gradiente de concentraciéon de lactato,
no se ve afectado por la adrenalectomia, asi como tampoco se
afecta significativamente la tasa de produccion de glucosa ni la de
utilizaciéon de lactato. En higados de ratas adrenalectomizadas, la
tasa de producciéon de piruvato es menor, lo que tiene como
consecuencia un aumento del estado de reduccién del sistema
NAD?t citosdlico, expresado por las variaciones de la relacion
lactato/piruvato en el efluente hepatico. En la tabla III, se han
recogido los incrementos en las tasas de utilizacidén de lactato y de
produccién de glucosa y piruvato en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas en respuesta a concentraciones crecientes de
lactato. Con objeto de simplificar, Gnicamente se presentan los
resultados correspondientes a las concentraciones de lactato 1, 5 y
7TmM respectivamente. Cabe destacar de estos resultados que, en

estas condiciones, tanto en higados de ratas controles como
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TABLA III

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL METABOLISMO
HEPATICO DE LACTATO.

[LACTATO] GRUPO ALACTATO APIRUVATO AGLUCOSA L/P
(mM)
(umol/100gPCxh)
IlmM CONTROL -480+55 56+7 97+4 15+3
ADX -397+28 42+3 108+9 2142
SmM CONTROL -966+31 200+17 144+11 22+1
ADX -955+81 172+10 144+10 27+3
7mM CONTROL -1184+41 250+22 170+15 26+1
ADX -1160+78 220+11 152+12 30+2

Los datos han sido tomados de las figuras 12,17,18,20 y 22.
Los resultados son valores promedio de, al menos 4 experimentos +
el error estindar de la media.
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adrenalectomizadas, las producciones de glucosa y de piruvato dan
cuenta solamente de aproximadamente el 50% de la utilizacién de

lactato.

1.2.- EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL METABOLISMO
HEPATICO DE PIRUVATO.

En la figura 5, se han representado los incrementos en el
consumo de oxigeno y en la tasa de producciéon de glucosa, en
funcién del tiempo, en respuesta a la administracién de
concentraciones crecientes de piruvato en higados de ratas
controles y adrenalectomizadas. La grafica muestra también las
tasas de utilizacion de piruvato y de producciéon de lactato, y el
estado de reduccion del sistema NAD™ citosolico, expresado por el
cociente lactato/piruvato. Estos experimentos se llevaron a cabo,
igual que los descritos anteriormente, incrementando de forma
lineal la concentracion de substrato. En la figura 6 se ha
representado de forma comparativa el efecto de la adrenalectomia
sobre las distintas tasas metabdlicas y sobre los cambios en la
relacion lactato/piruvato en funcion de la concentracién de
piruvato. Puede apreciarse que la produccién de glucosa a partir
de piruvato es un proceso que se satura a concentraciones de
piruvato préoximas a 0,3mM. La cinética de producciéon de glucosa a
partir de piruvato no muestra cambios apreciables en higados de
ratas adrenalectomizadas. Tampoco se detectaron diferencias
significativas en las tasas de utilizacién de piruvato y de
producciéon de lactato ni en el estado de reduccion del sistema

NAD? citosélico.
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EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
RESPIRACION Y TASAS METABOLICAS INDUCIDOS POR
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE PIRUVATO EN HIGADO
AISLADO Y PERFUNDIDO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas
sometidos a ayuno durante 48 h, fueron perfundidos como se
describe en Meétodos.
consumo de oxigeno, la concentraciéon de substrato se incrementd
de forma lineal desde 0 hasta 0,7mM, mediante un formador de
gradientes, y fueron tomadas alicuotas del efluente a intervalos de
2 min para la determinacién de los distintos metabolitos. Los
resultados son valores promedio de, al menos, 4 experimentos.

Alcanzada una tasa basal estacionaria de



FIGURA 6

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS TASAS
METABOLICAS INDUCIDAS POR CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
PIRUVATO EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO.
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graficas representadas, han sido elaboradas con los datos de la

figura.5.
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2.- METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS EN HIGADOS DE
ANIMALES ADRENOPRIVOS.

La tabla IV muestra el efecto de la adrenalectomia sobre los
niveles de acidos grasos libres en plasma. De acuerdo con
observaciones previas (Gauthier y col., 1986), puede observarse
como 4 dias después de practicar la adrenalectomia bilateral, se
reduce en aproximadamente un 30% los niveles de écidos grasos

circulantes.

En la figura 7 se han representado los incrementos de
respiracion inducidos por diferentes concentraciones de octanoato
en el medio de perfusion, en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas, mantenidas en ayuno durante 48 horas.
Puede observarse que los incrementos en el consumo de oxigeno,
en respuesta a la administracion de octanoato, son similares en
ambos tipos de ratas. En estos experimentos se utilizaron higados
distintos para cada una de las concentraciones de octanoato
utilizadas, determinando la tasa de consumo de oxigeno a los 20
minutos de la administracién de octanoato, una vez alcanzada una
tasa estacionaria de respiracion. Resultados similares se
obtuvieron cuando se administr6 a una misma preparacion
cantidades crecientes de octanoato. En las figuras 8 y 9 se
muestran las tasas de respiracion hepatica y cetogénesis en
respuesta a concentraciones crecientes de octanoato en el medio de
perfusion en higados de ratas controles y adrenalectomizadas,
respectivamente. La comparacion entre ambas figuras revela, en

primer lugar, que la respiraciéon hepatica enddégena es
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TABLA IV

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL CONTENIDO DE
ACIDOS GRASOS LIBRES EN PLASMA

ACIDOS GRASOS LIBRES

EN PLASMA

uEq/1 % DEL CONTROL
CONTROL 520+47 100
ADX 358+22+ 71

*p<0,01

La determinacion de los niveles plasmaticos de acidos grasos
libres se realizé segin se describe en Métodos. Cada valor es la
media de, al menos, 8 observaciones + el error estindar de la media.
El valor de p fue calculado por el método de la t de Student.
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FIGURA 7
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
RESPIRACION HEPATICA INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO EN EL MEDIO DE PERFUSION.

600

200 [ e CONTROL
© ADRENALECTOMIZADA

CONSUMO DE OXIGENO
(natom/100gPCxh)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segin se
describe en Métodos. La figura representa los incrementos de
consumo de oxigeno producidos por cada una de las
concentraciones de octanoato cuando se consigue una tasa
estacionaria de respiraciéon. Cada valor es la media de, al menos, 4
experimentos + el error estindar de la media.
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FIGURA 8
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION Y
DE CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS CONTROLES.
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Higados de ratas controles, sometidas a un periodo de ayuno
de 48 horas, fueron perfundidos segin se describe en Métodos.
Después de que se alcanzara una tasa basal estacionaria de
respiracion hepatica, la concentracién de octanoato se incrementé
de forma escalonada. Cada 5 minutos se tomaron alicuotas del
efluente hepatico para la determinacién de cuerpos ceténicos.
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FIGURA 9
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION Y
DE CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados de ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo
de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segin se describe en
Métodos. Después de que se alcanzara una tasa basal estacionaria
de respiracién hepatica, la concentracidn de octanoato se
incrementd de forma escalonada. Cada 5 minutos se tomaron
alicuotas del efluente hepiatico para la determinaciéon de cuerpos
cetonicos.
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aproximadamente un 20% menor en ratas adrenalectomizadas.
También se observa una disminucién de la tasa de cetogénesis
endégena, consecuencia probablemente de la menor disponibilidad
de 4acidos grasos circulantes (Tabla IV). A pesar de ello, los
incrementos de respiracion, inducidos por las distintas
concentraciones de octanoato, son idénticas en ambos grupos de
ratas. Asi mismo, la tasa de produccién de cuerpos cetdnicos a
partir de octanoato no muestra cambios apreciables en higados de
ratas adrenoprivas, como se puede apreciar en la figura 10, en la
que se muestra la tasa de producciéon de cuerpos ceténicos, en
funcién de la concentracion de octanoato, una vez substraida la
tasa de cetogénesis endogena, en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas. Estos resultados demuestran que la oxidacion

hepatica de acidos grasos no se ve afectada por la adrenalectomia.



87

FIGURA 10
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA PRODUCCION DE
CUERPOS CETONICOS INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO EN EL MEDIO DE PERFUSION.
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Los datos han sido tomados de las figuras 8 y 9 para los
animales control y adrenalectomizados respectivamente.
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3.- REGULACION DEL METABOLISMO HEPATICO DE
LACTATO POR ACIDOS GRASOS EN ANIMALES
ADRENOPRIVOS.

3.1.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE
RESPIRACION Y  GLUCONEOGENESIS A PARTIR DE
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN HIGADOS
PERFUNDIDOS DE RATAS CONTROLES Y
ADRENALECTOMIZADAS.

La figura Il muestra los cambios de respiraciéon producidos
por un gradiente lineal de concentraciones de lactato sddico desde
0 hasta 8 mM en higados perfundidos procedentes de ratas
controles y adrenalectomizadas. El incremento inicial de
respiracion es debido a la presencia de cantidades crecientes de
octanoato. Una vez que se alcanzé una tasa estacionaria de
consumo de oxigeno en presencia de octanoato, la concentracién de
lactato en el medio de perfusion fue incrementada de forma lineal
a una velocidad de 0,15 pmoles/ml x minuto. En la parte izquierda
de la figura, que corresponde a higados de ratas controles, puede
observarse que el incremento de respiracion, inducido por el
gradiente de concentracion de lactato, y determinado por el area
de la curva correspondiente, es mayor en presencia de una
concentracion de octanoato de 25 uM en el medio de perfusion.
Este incremento disminuye progresivamente a medida que
aumenta la concentracion de octanoato, hasta alcanzar valores
similares a los que produce el gradiente de concentraciéon de
lactato en ausencia del acido graso. Por el contrario, en higados de

ratas adrenalectomizadas (parte derecha de la Fig. 11), el
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FIGURA 11
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
CONSUMO DE OXIGENO PRODUCIDOS EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN AUSENCIA Y EN
PRESENCIA DE OCTANOATO.

CONTROL ADRENALECTOMIZADA
{ OCTANOATO ] [ OCTANOATO |

[LAc. 0->8mM] [OCTANOATO] [LAC.0->8mM |
(uiV')
J/\ 0 m
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidos a
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segin se
describe en Métodos. Después de alcanzar una tasa estacionaria de
respiracion hepatica en ausencia o en presencia de las
concentraciones indicadas de octanoato, la concentraciéon de lactato
se incrementé de forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min

mediante un formador de gradientes. Cada trazado representa la
media de, al menos, 4 experimentos.




90

incremento de respiracion, inducido por el gradiente de
concentracién de lactato, no se ve afectado significativamente por
la presencia de octanoato en el medio de perfusién. La valoraciéon
cuantitativa de estos resultados, es decir, la integracion de los
valores de respiraciéon obtenidos con el gradiente de concentracién
de lactato en presencia de las distintas concentraciones de
octanoato en higados de ratas controles y adrenalectomizadas esta
reflejada en la tabla V. Puede observarse como la adrenalectomia
impide la estimulacidén de respiraciéon inducida por concentraciones
bajas de octanoato en presencia de lactato como precursor

gluconeogénico.

La figura 12 representa las tasas de produccién de glucosa en
funcion de la concentracion de lactato en el medio de perfusiéon en
ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de octanoato
en higados perfundidos de ratas controles y adrenalectomizadas.
Los resultados obtenidos en higados de ratas sometidas a una
operacidon simulada estdn de acuerdo con observaciones previas de
nuestro laboratorio (Gonzalez-Manchén y col.,, 1989). Es decir, la
administracion de octanoato produce un incremento de la
velocidad maxima de produccion de glucosa que es inversamente
proporcional a la concentraciéon de octanoato en el medio de
prefusion. La administracion de una concentracion baja de
octanoato, 25 uM, produce un desplazamiento de la curva de
saturacién hacia la izquierda y un aumento considerable de la
velocidad maxima de producciéon de glucosa. Los efectos de

concentraciones crecientes de octanoato son un desplazamiento
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TABLA V

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA
TASA DE RESPIRACION HEPATICA INDUCIDA POR UN
GRADIENTE DE CONCENTRACION DE LACTATO.

[OCTANOATO] INCREMENTOS DE RESPIRACION

(M) CONTROL ADX

Unidades arbritarias

0 85+9 107+7
25 118+4 101+12
100 103+6 110+13
500 84+5 96+18

Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
un periodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos segin se describe
en la figura 11. Los resultados, valores promedio de 3-6
observaciones, han sido determinados calculando el area, con el
programa Wingz, de los trazados de oxigeno en funcién de la
concentraciéon de lactato, en ausencia y en presencia de las
concentraciones indicadas de octanoato.
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FIGURA 12
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES DE
OCTANOATO SOBRE LA TASA DE PRODUCCION DE GLUCOSA A
PARTIR DE LACTATO EN HIGADOS AISLADOS Y PERFUNDIDOS DE
RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS.
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Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas
en la figura 11. Los resultados son valores promedio de, 3-6
experimentos.
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progresivo de la curva de saturacion hacia la derecha que,
probablemente refleja cambios de afinidad por el substrato de la
primera etapa reguladora de la via, junto a una disminucidn

progresiva de la velocidad de produccién de glucosa.

Los resultados obtenidos con higados de ratas
adrenalectomizadas difieren notablemente de los anteriores. Deben
destacarse tres hechos: primero, que la adrenalectomia no produce
efectos apreciables sobre la velocidad maxima de produccion de
glucosa a partir de lactato, segundo, la presencia de
concentraciones crecientes de octanoato en el medio de perfusion
tiene efectos similares a los observados en los higados de ratas
controles, es decir, una disminucidon progresiva de la velocidad
maxima de la respuesta, y un desplazamiento de las curvas de
saturacion hacia la derecha a medida que se incrementa la
concentracién de octanoato y por ultimo, el incremento de la
velocidad maxima de producciéon de glucosa producido por
octanoato no se observa en los higados de ratas
adrenalectomizadas. Estos resultados sugieren, pues, que se
requiere la presencia de los glucocorticoides adrenales para que
los 4cidos grasos puedan inducir un incremento del flujo
gluconeogénico. En apoyo de esta idea puede observarse (Fig. 13)
cémo el tratamiento in vivo de ratas adrenalectomizadas con dosis
sustitutivas de un glucocorticoide de sintesis como prednisolona, es
capaz de restaurar parcialmente el efecto de octanoato

estimulando la velocidad de produccién de glucosa.
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FIGURA 13
EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON PREDNISOLONA A RATAS
ADRENALECTOMIZADAS SOBRE LA RESPUESTA GLUCONEOGENICA
A OCTANOATO EN HIGADOS PERFUNDIDOS CON CONCENTRACIONES

CRECIENTES DE LACTATO.
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Ratas adrenalectomizadas fueron tratadas in vivo con
prednisolona como se describe en Meétodos. Las condiciones
experimentales son idénticas a las descritas en la figura 11. Cada 2
minutos se tomaron alicuotas del efluente hepatico para la
determinaciéon de glucosa. Los resultados son valores promedio de,
al menos, 3 experimentos.



&
7]

La figura 14 representa los incrementos en la tasa de
produccidén de glucosa inducidos por concentraciones de lactato de
I, 2 6 5 mM en funcién de la concentracion de octanoato en el
medio de perfusion en higados perfundidos de ratas controles y
adrenalectomizadas. Puede observarse cOomo en higados de ratas
adrenalectomizadas, se produce una disminucién progresiva de la
tasa de produccién de glucosa en funciéon de la concentracién de
octanoato en el medio de perfusion. En higados de ratas controles,
por el contrario, se observa un incremento maximo de la velocidad
de producciéon de glucosa en presencia de la concentraciéon més
baja de octanoato para las tres concentraciones de lactato. A
medida que aumenta la concentracién de octanoato, este
incremento tiende a desaparecer. Unicamente en el caso de la
concentracion mas alta de substrato, 5 mM, los valores de
producciéon de glucosa se mantienen por encima de los del control

incluso a las concentraciones mas altas de octanoato.

Estos resultados podrian ser debidos a una inhibicién de la
disponibilidad de piruvato debida al incremento en la generacion
de NADH producido por la oxidacién de octanoato. Por esta razon,
en la figura 15 se ha representado, de forma comparativa, las tasas
de producciéon de glucosa, en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas, en funcidon de la concentracién de piruvato en
el efluente. Asumimos que la concentracion de piruvato en el
efluente es un reflejo de la disponibilidad de piruvato para ser
transportado al interior de la mitocondria (Gonzilez-Manchén y

col., 1989). Puede observarse en la figura 15 como la velocidad
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FIGURA 14
INCREMENTOS EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS INDUCIDOS POR
LACTATO (1,2,5 mM) EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE
OCTANOATO EN EL MEDIO DE PERFUSION, EN HIGADOS DE RATAS
CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS.
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Los incrementos de gluconeogénesis han sido tomados de los
experimentos realizados con gradientes de concentracién de lactato
representados en la figura 12.
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EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA (o) SOBRE LA PRODUCCION DE
GLUCOSA A PARTIR DE LACTATO EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO, EN
AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
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Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas
en la figura 11. La figura representa la produccién de glucosa en
funciéon de la concentrcién de piruvato determinada en alicuotas
del efluente hepatico tomadas a intervalos de 2 minutos. La linea
continua representa la tasa de producciéon de glucosa de higados,
de ratas controles, perfundidos en ausencia de octanoato. Los
resultados son valores promedio de, al menos, tres observaciones.



98

méaxima de producciéon de glucosa, en higados de ratas sometidas a
una operacidén simulada, estd aumentada respecto al control para
cualquier concentracidn de octanoato en el medio de perfusion. Por
el contrario, en higados de ratas adrenalectomizadas, los valores de
velocidad maxima de produccién de glucosa son inferiores a los del

control (linea de puntos) con cualquier concentracién de octanoato.

La figura 16 muestra los datos cinéticos calculados a partir
de los experimentos de la figura anterior. En higados de ratas
controles, la velocidad méaxima de produccion de glucosa esté
aumentada respecto al control para cualquier concentracidon de
octanoato; sin embargo, en higados de ratas adrenalectomizadas, la
velocidad maxima decrece, de forma practicamente lineal, a
medida que aumenta la concentracién de octanoato en el medio de
perfusion. El efecto mas llamativo es el que se se observa tras la
administracién de una concentracion de octanoato de 25 uM, sobre
la concentracion de piruvato con la que se alcanza la mitad de la
velocidad maxima, mientras que en los controles dismintgye este
valor, en higados de ratas adrenalectomizadas el efecto es el
opuesto. La administracion de concentraciones de octanoato de 100
6 500 pM no parecen alterar significativamente el valor de
[Piruvato]o s tanto en higados de ratas controles como

adrenalectomizadas.

En las figuras 17 y 18, aparecen representadas las tasas de
utilizacion de lactato en funcidon de la concentracién de este

substrato en el medio de perfusion y en presencia de las distintas
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE "vipax" DE
PRODUCCION DE GLUCOSA Y [S]o.s PARA PIRUVATO EN HIGADOS
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Los calculos han sido elaborados a partir de los datos de las

Para ello se hicieron representaciones del tipo de

Lineaweaber-Burk y se determiné la ecuaciéon de cada una de las

rectas por el método de los minimos cuadrados.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE
UTILIZACION DE LACTATO EN HIGADOS AISLADOS Y PERFUNDIDOS

DE RATAS CONTROLES.
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Higados de ratas controles, sometidas a un periodo de ayuno
de 48 horas, fueron perfundidos segin se describe en Métodos. La

concentraciéon de lactato se

incrementé de forma lineal a una

velocidad de 0,15 mM/min. y se tomaron alicuotas del efluente

hepatico a intervalos de 2 minutos.

Los resultados son valores

promedio de, al menos, tres observaciones.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE
UTILIZACION DE LACTATO EN HIGADOS AISLADOS Y PERFUNDIDOS
DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados aislados de ratas adrenalectomizadas, sometidas a

un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segin se
describe en Métodos. La concentracion de lactato se incrementd de
forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se tomaron
alicuotas del efluente hepatico a intervalos de 2 minutos. Los
resultados son valores promedio de 3-6 experimentos.




102

concentraciones de octanoato, en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas respectivamente. El perfil cualitativo de la
respuesta es similar en ambos casos. La tasa de utilizacién de
lactato, tanto en ausencia como en presencia de las distintas
concentraciones de octanoato, muestra un comportamiento
bifasico, alcanza una saturacion a concentraciones de lactato de
aproximadamente 1 mM, coincidiendo con la curva de saturacidon
de produccion de glucosa (Fig. 12); pero a concentraciones
superiores a 3 mM, se observa un incremento lineal en la
velocidad de utilizacion de lactato. En presencia de concentraciones
crecientes de octanoato, existe una correlacion entre la tasa de
utilizacion de lactato y la de produccidon de glucosa, tanto en

higados de ratas controles como adrenalectomizadas.

La figura 19 refleja el efecto de la adrenalectomia sobre la
tasa de utilizacion de lactato en funciéon de la concentraciéon de
lactato en el medio de perfusion. En esta figura se han
representado los valores correspondientes a una concentraciéon de
lactato de 7 mM. Puede observarse como, en higados de ratas
controles, la administraciéon de concentraciones crecientes de
octanoato hasta 0,1 mM produce un aumento progresivo en la tasa
de utilizacion de lactato. Por encima de esta concentraciéon de
octanoato, se produce una disminucién en la tasa de utilizacién de
lactato, aunque ésta se mantiene en valores superiores a los
basales. Por el contrario, en higados de ratas adrenalectomizadas,
la tasa de utilizacion de lactato disminuye a medida que aumenta

la concentracion de octanoato en el medio de perfusién.
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FIGURA 19
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE UTILIZACION
DE LACTATO EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO.
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Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas
en la figura 11. En esta figura se han representado los valores de
utilizaciéon de lactato a partir de una concentracion de lactato de
7mM. en el medio de perfusion. Cada valor es la media de 3-4
experimentos *+ el error estindar de la media.
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En la figura 20 aparece representado el efecto de la
adrenalectomia sobre las tasas de produccién de piruvato, en
funcién de la concentracion de lactato, en ausencia y en presencia
de octanoato en el medio de perfusién. La tasa de producciéon de
piruvato en higados de ratas adrenalectomizadas es ligeramente
inferior a la de los controles, tanto en ausencia como en presencia
de cualquiera de las concentraciones de octanoato utilizadas. En la
figura 21 se han representado los valores de producciéon de
piruvato, correspondientes a una concentracién de lactato de 7
mM, en funcién de la concentracion de octanoato en el medio de
perfusion, en higados de ratas controles y adrenalectomizadas. En
ambos casos, se aprecia, (Fig. 21) que la tasa de producciéon de
piruvato es inversamente proporcional a la concentracién de

octanoato en el medio de perfusion.

En la figura 22 se han representado los valores del cociente
lactato/piruvato en el efluente hepatico, en funciéon de la
concentracion de lactato en el medio de perfusidon, en ratas
controles y adrenalectomizadas. Cada una de las curvas
corresponde a la concentraciéon indicada de octanoato en el medio
de perfusion. Puede apreciarse que, tanto en ratas controles como
adrenalectomizadas, con concentraciones de octanoato hasta 0,1
mM, se produce una caida inicial en el cociente lactato/piruvato en
funcién de la concentraciéon de lactato en el medio de perfusion, sin
que existan diferencias significativas en estos incrementos cuando
la concentracion de octanoato en el medio de perfusion no supera

el valor de 0,1 mM. En presencia de una concentracién de
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FIGURA 20
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION
DE PIRUVATO A PARTIR DE LACTATO EN AUSENCIA Y EN
PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE OCTANOATO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos
segin se describe en Métodos. La concentracién de lactato se
incrementé de forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se
tomaron alicuotas del efluente hepatico a intervalos de 2 minutos.
Cada valor es la media de, al menos 3 experimentos.



106

FIGURA 21
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION
DE PIRUVATO A PARTIR DE LACTATO EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE OCTANOATO EN EL MEDIO DE PERFUSION.
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Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas
en la figura 11. En esta figura se han representado los valores de
produccion de piruvato a partir de una concentracién de lactato de
7mM. en el medio de perfusion. Cada valor es la media de 3-4
experimentos + el error estindar de la media.
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FIGURA 22
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS VARIACIONES DEL
COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE LACTATO EN EL MEDIO DE
PERFUSION EN RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos, segin se
describe en Métodos. Después de alcanzar una tasa estacionaria de
respiracién en ausencia (-e-) o en presencia de octanoato: 25uM
(-0-), 100uM(-m-) 6 500uM(-a-), se incrementd la concentracién de
lactato de forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se
tomaron alicuotas del efluente a intervalos de dos minutos. Cada
valor es la media de, al menos, 3 experimentos.
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octanoato de 0,5 mM, se produce un aumento en el estado de
reducciéon del sistema NAD citosdlico incluso a las concentraciones

mas bajas de lactato.

En la figura 23 se ha representado de forma comparativa los
incrementos en el estado redox citosélico, en funcién de la
concentraciéon de octanoato, en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas para una concentracion de lactato de 7 mM.
Puede apreciarse que el incremento lineal que se produce en el
cociente lactato/piruvato con concentraciones superiores a 0,1 mM
octanoato, es mayor en las ratas adrenalectomizadas. Estos
resultados indican que la ausencia de glucocorticoides tiene como
consecuencia un aumento en el estado de reduccion del sistema

NAD citosolico.

3.2.- INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE
GLUCONEOGENESIS A PARTIR DE CONCENTRACIONES
ESTACIONARIAS DE LACTATO.

En la figura 24, se muestra el registro de consumo de oxigeno
y las tasas de producciéon de glucosa y de cuerpos ceténicos en
higados perfundidos de ratas controles, con objeto de relacionar los
incrementos observados en respiracion con las demandas
energéticas de los principales procesos biosintéticos de un animal
en ayuno. En estos experimentos, la concentracién de octanoato se
incrementé de forma escalonada desde 25uM hasta 500uM

después de que se hubiera alcanzado una tasa estacionaria de
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FIGURA 23
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS VARIACIONES DEL
COCIENTE LACTATO/PIRUVATO PRODUCIDAS POR OCTANOATO EN
HIGADOS PERFUNDIDOS CON LACTATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segin se
describe en la figura 11. En esta figura, se han representado los
valores de la relacién lactato/piruvato correspondientes a una
concentracion de lactato 7mM. en el medio de perfusion. Cada
valor es la media de 3-4 experimentos + el error estindar de la
media.



FIGURA 24
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION,
GLUCONEOGENESIS Y CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS
CONTROLES PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE LACTATO.
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Higados de ratas controles, sometidas a un periodo de ayuno
de 48 h., fueron perfundidos segin se describe en Métodos.
Después de que se alcanzara una tasa estacionaria de consumo de
oxigeno en presencia de lactato ImM ., la concentracion de
octanoato se incrementé de forma escalonada. Cada 5 minutos se
tomaron alicuotas del efluente hepatico para la determinacién de

los distintos metabolitos. Los resultados son la media de dos
experimentos.
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respiracion con una  concentracion de lactato de ImM. Puede
observarse cémo inmediatamente después de la administracién de
lactato se produce un incremento progresivo del consumo de
oxigeno hasta alcanzar una tasa estacionaria de respiracion
aproximadamente a los 20 minutos de su administracion.
Paralelamente aumenta la tasa de gluconeogénesis y disminuye la
producciéon de cuerpos cetonicos en un 60%. La administracion de
concentraciones crecientes de octanoato produce incrementos
paralelos en las tasas de respiracién y cetogénesis que son funcidn
de la concentraciéon de octanoato en el medio de perfusion. A pesar
de los incrementos de respiracion que se producen tras la
administracion de cantidades crecientes de octanoato, la tasa de
gluconeogénesis sélo aumenta discretamente con 25uM octanoato y
disminuye significativamente en presencia de una concentracion

de octanoato de 500uM.

Asumiendo un gasto de 6 moles de ATP por mol de glucosa
sintetizado y un cociente P/O = 3, podemos comprobar con
nuestros resultados, que el incremento en el consumo de oxigeno
que produce la administracion de una concentraciOn estacionaria
de lactato 1ImM, aproximadamente 500 patomos de
oxigeno/100gPCxh, excede la demanda de energia impuesta por el
aumento en la tasa de producciéon de glucosa. En efecto, la tasa
observada de producciéon de glucosa a partir de lactato. 188
umoles/100gPCxh requeriria la utilizaciéon de 1128 umoles de ATP

es decir 376 péitomos de oxigeno, lo cual representa



aproximadamente el 75% del incremento en la tasa de consumo de

oxigeno inducido por la presencia de lactato

En la tabla VI se han recogido los resultados obtenidos sobre
los incrementos producidos en la tasa de consumo de oxigeno tras
la administracion de lactato 1mM y concentraciones crecientes de
octanoato, y la estimacion del gasto de energia que se requiere
para la sintesis de glucosa y de cuerpos cetOnicos en las distintas
condiciones. Puede observarse que existe un ajuste preciso entre
los incrementos de respiracion y las demandas energéticas
impuestas por los procesos de gluconeogénesis y cetogénesis.
Resulta evidente de estos resultados que la energia obtenida de la
oxidacion de octanoato no se invierte en incrementar el flujo
gluconeogénico, en estas condiciones, sino fundamentalmente en

incrementar la tasa de formaciéon de cuerpos ceténicos.

Para la estimacién de la utilizacién de equivalentes de
oxigeno para la sintesis de cuerpos cetdonicos, hemos asumido que
la administracion de lactato ejerce su efecto anticetogénico
fundamentalmente sobre la tasa de cetogénesis endogena. Esta
idea se apoya en los resultados que se muestran en la figura 25
donde se ha representado la tasa de produccion de cuerpos
cetoénicos en funciéon de la concentracion de octanoato en el medio
de perfusion en ausencia y en presencia de una concentracion de
lactato de ImM. Puede observarse que el proceso de cetogénesis a
partir de octanoato sigue una cinética de saturaciéon tipica. El

patron  de cetogénesis es similar en ausencia y en presencia del



TABLA VI

RELACION ENTRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO
ENERGETICO EN HIGADOS DE RATAS CONTROLES.

UTILIZACION DE EQUIVALENTES
DE OXIGENO PARA LA SINTESIS DE:

CONDICION A CONSUMO DE GLUCOSA CUERPOS
OXIGENO CETONICOS
(uatom/100gPCxh)

LACTATO (ImM) 511 376

+ OCTANOATO 642 418 120
(25uM)

+ OCTANOATO 773 374 381
(100uM)

+ OCTANOATO 916 192 778
(500uM)

Los datos del consumo de oxigeno, sintesis de glucosa y
producciéon de cuerpos ceténicos han sido tomados de la figura 24.
Para la estimaciéon del gasto energético, se ha asumido un valor para
la relacion fosfato/oxigeno de 3, y un gasto de 2 y 3 equivalentes de
oxigeno para la sintesis de p-hidroxibutirato y acetoacetato
respectivamente. Los resultados mostrados son la media de dos
experimentos.
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FIGURA 25
EFECTO DE LA PRESENCIA DE LACTATO EN EL MEDIO DE PERFUSION
SOBRE LA TASA DE PRODUCCION DE CUERPOS CETONICOS A PARTIR

DE OCTANOATO.
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Higados de ratas controles, sometidas a un periodo de ayuno
de 48 horas, fueron perfundidos en ausencia y en presencia de una
concentraciéon de lactato de 1mM. Después de que se alcanzara una
tasa estacionaria de respiracién, la concentracién de octanoato se
incrementd de forma escalonada. Los resultados mostrados
corresponden a valores estacionarios de produccién de cuerpos
cetonicos alcanzados después de la administracion de las
concentraciones indicadas de octanoato y son la media de dos
experimentos.
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precursor gluconeogénico, la tasa de formacién de cuerpos
ceténicos a partir de octanoato disminuye, en presencia de lactato,
en una cantidad constante e idéntica a la que induce la presencia

de lactato en ausencia del acido graso.

En la figura 26 aparecen representadas las tasas de consumo
de oxigeno y de produccién de glucosa y cuerpos ceténicos en
higados de ratas adrenalectomizadas, perfundidos con lactato ImM
y concentraciones crecientes de octanoato. El patron de respuesta
es muy similar al observado en higados de ratas sometidas a una
operacion simulada (Fig. 24). En ausencia de octanoato, el
incremento de consumo de oxigeno tras la administracion del
lactato 1mM es aproximadamente un 30% menor que en las ratas
controles y en igual porcentaje disminuye la tasa de sintesis de
glucosa a partir de lactato. Esta inhibicion de la tasa de
gluconeogénesis contrasta con la ausencia de cambios en la
velocidad de producciéon de glucosa, en higados de ratas
adrenalectomizadas, cuando se incrementd la concentracion de
lactato, de forma progresiva hasta valores de 7mM. Esta
variabilidad pudiera ser debida al hecho de que la obtenciéon de
una tasa estacionaria de produccién de glucosa a partir de una

determinada concentraciéon de substrato es funcion del tiempo.

Los efectos de la administracion de concentraciones
crecientes de octanoato, en presencia de una concentracion

estacionaria de lactato ImM en el medio de perfusion, sobre las



FIGURA 26
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION,
GLUCONEOGENESIS Y CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS
ADRENALECTOMIZADAS PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE LACTATO.
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Higados de ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo
de ayuno de 48 h., fueron perfundidos segin se describe en
Métodos. Después de que se alcanzara una tasa estacionaria de
consumo de oxigeno en presencia de lactato 1mM., la concentracion
de octanoato se incrementé de forma escalonada. Cada 5 minutos
se tomaron alicuotas del efluente hepatico para la determinacién
de los distintos metabolitos. Los resultados son la media de dos
experimentos.
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tasas de respiracion y de gluconeogénesis no difieren

significativamente de los observados en higados de ratas controles.

La tasa de cetogénesis enddgena en higados de ratas
adrenalectomizadas, como ya habiamos comentado (Fig. 9) esta
disminuida respecto a los controles, sin embargo, tanto el efecto
anticetogénico de lactato como la tasa de produccién de cuerpos
cetdnicos a partir de octanoato no se ven alterados por la

adrenalectomia ( Fig. 27 ).

La tabla VII muestra la relacion existente entre consumo de
oxigeno y gasto energético en higados de ratas adrenalectomizadas.
De nuevo puede observarse un ajuste preciso entre los
incrementos de respiracion observados y las demandas energéticas

impuestas por los procesos de sintesis.

En la tabla VIII se han recogido, de forma comparativa, los
datos obtenidos sobre el efecto de la administracion de
concentraciones crecientes de octanoato, en presencia de una
concentracion estacionaria de lactato ImM en el medio de
perfusidon, sobre la actividad metabdlica en higados de ratas
controles y adrenalectomizadas. En estas condiciones
experimentales, tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas, la tasa de produccion de glucosa y la de
piruvato dan cuenta del total de la utilizacidn de lactato en
contraste con los resultados obtenidos cuando se incrementaba
gradualmente la concentracion de lactato en el medio de perfusidon

en ausencia y en presencia de concentraciones estacionarias de
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FIGURA 27
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION
DE CUERPOS CETONICOS A PARTIR DE OCTANOATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
un periodo de ayuno de 48 horas., fueron perfundidos segin se ha
descrito en las figuras 24 y 26 . Después de que se alcanzara una
tasa estacionaria de respiracion en presencia de lactato ImM, la
concentracion de octanoato se incrementd de forma escalonada.
Los resultados, media de dos experimentos, corresponden a
valores estacionarios de produccién de cuerpos cetdnicos
alcanzados después de la administracion de lactato y de las
concentraciones indicadas de octanoato.
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TABLA VII

RELACION ENTRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO
ENERGETICO EN HIGADOS DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS

UTILIZACION DE EQUIVALENTES
DE OXIGENO PARA LA SINTESIS DE:

CONDICION A CONSUMO DE GLUCOSA CUERPOS
OXIGENO CETONICOS
(uatom/100gPCxh)
LACTATO (ImM) 350 256
+ OCTANOATO 491 284 99
(25uM)
+ OCTANOATO 677 278 432
(100uM)
+ OCTANOATO 958 132 813
(500uM)

Los datos del consumo de oxigeno, sintesis de glucosa vy
produccion de cuerpos cetoénicos han sido tomados de la figura 26.
Para la estimacion del gasto energético, se ha asumido un valor para
la relaciéon fosfato/oxigeno de 3, y un gasto de 2 y 3 equivalentes de
oxigeno para la sintesis de p-hidroxibutirato y acetoacetato
respectivamente. Los resultados mostrados son la media de dos
experimentos.
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octanoato. Las diferencias mas notorias entre los dos grupos de
ratas son, fundamentalmente, una menor tasa de gluconeogénesis
a partir de 1mM lactato y un mayor estado de reduccidon del
sistema NAD? citos6lico y mitocondrial en higados de ratas

adrenalectomizadas.

3.3.- EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL FLUJO A
TRAVES DEL CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS.

El principal objetivo de los experimentos que vamos a
comentar fue estudiar la influencia de la adrenalectomia sobre el
flujo a través del ciclo de los Aacidos tricarboxilicos. Resultados
previos de nuestro laboratorio sugerian que la energia que se
invierte en incrementar la tasa de gluconeogénesis deriva de un
incremento en el flujo a través del ciclo de los Aacidos
tricarboxilicos (Gonzalez-Manchén y col., 1989). Por esta razon,
creimos de interés explorar si la ausencia de estimulaciéon de
gluconeogénesis, en respuesta a la administracion de octanoato, en
higados de ratas adrenalectomizadas, pudiera estar causada por
una perturbacion en el flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, inducida por la carencia de esteroides adrenales. El
flujo a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos se puede
estimar a partir de las medidas del consumo de oxigeno, corregidas
por la produccién, no mitocondrial d¢ NADH y FADH), asi como por
la produccion de cuerpos cetdnicos, si se asume la simplificaciéon de

que la respiracién basal, es decir, en ausencia de substratos, se
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debe a la oxidacion de acidos grasos endogenos de 16 atomos de

carbono (Williamson y col., 1969; Corkey y col., 1982).

En las tablas IX y X aparece recogida la actividad metabdlica
de higados de ratas controles y adrenalectomizadas
respectivamente, perfundidos con lactato SmM en ausencia y en
presencia de una concentracién de octanoato de O,ImM. La
comparaciéon entre las dos tablas revela, una vez mas, que la
presencia de octanoato no es capaz de aumentar la velocidad de
producciéon de glucosa a partir de lactato en higados de ratas
adrenalectomizadas, en contraste con un 50% de estimulacidn,
inducida por octanoato, del flujo gluconeogénico en higados de
ratas controles, perfundidos en idénticas condiciones. En ausencia
de substratos, el estado de reduccion del sistema NADY
mitocondrial, expresado por el cociente fB-hidroxi-
butirato/acetoacetato, se encuentra mdas oxidado en higados de
ratas adrenalectomizadas (tabla X). En estas condiciones, se
observa de nuevo, una disminucién en la tasa de cetogénesis
endégena. Cuando los higados son perfundidos en presencia de
lactato y/o octanoato, se produce un aumento tanto en el estado de
reduccion del sistema NAD+ citosélico como mitocondrial, de mayor
cuantia en higados de ratas adrenoprivas. Tras la administracion
conjunta de lactato y octanoato se observa un ligero aumento en la
tasa de cetogénesis en higados de ratas adrenalectomizadas
respecto a los controles (tablas IX y X) pero la diferencia no fue

estadisticamente significativa.



TABLA IX

RESPUESTA METABOLICA A LACTATO Y OCTANOATO DE
HIGADOS PERFUNDIDOS DE RATAS CONTROLES.

LACTATO OCTANOATO OCTANOATO

ADICIONES . +
(5mM) (0,lmM) LACTATO
(uatom/100gPCxh)
CONSUMO
DE OXIGENO 1031+51 1413+18 1301171 1672+128
(umol/100gPCxh)
PRODUCCION
DE GLUCOSA 137+12 205+20
PRODUCCION
DE PIRUVATO 158+2 160+13
UTILIZACION
DE LACTATO 680+70 757+42
PRODUCCION DE
p-OH-BUTIRATO 20+2 13+14 91+8 6119
PRODUCCION DE
ACETOACETATO 119+11 11+2 133+7 64+6
[LACTATOQ]
[PIRUVATO| 18+3 24+2

[B-OH-BUTIRATO]
|ACETOACETATO] 0,17+0,02 0,63+0,2 0,68+0,03 1,04+0,1

Higados de ratas controles tueron perfundidos con Krebs-Ringer
hasta que se alcanzd una tasa basal estacionaria de respiracion, después de
la cual se administraron los substratos a las concentraciones indicadas. En
los experimentos de administracion conjunta de octanoato y lactato este
altimo substrato se anadié después de perfundir el tejido durante 25 min.
con octanoato. Las tasa metabdlicas fueron calculadas a los 20-30 min.
después de la administracion de los substratos. Los resultados son la media de
4 experimentos + el error estandar.
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TABLA X

RESPUESTA METABOLICA A LACTATO Y OCTANOATO DE
HIGADOS PERFUNDIDOS DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS.

LACTATO OCTANOATO OCTANOATO

ADICIONES _ +
(5mM) (0,1mM) LACTATO
(uatom/100gPCxh)
CONSUMO
DE OXIGENO 925+22 1343+28 1305+52 1651+85
(umol/100gPCxh)
PRODUCCION
DE GLUCOSA 98+8 95+16
PRODUCCION
DE PIRUVATO 179+6 141+7
UTILIZACION
DE LACTATO 616+76 672+34
PRODUCCION DE
B-OH-BUTIRATO 8§+0,8 8+2 96+8 81+6
PRODUCCION DE
ACETOACETATO 99+11 9+0,3 138+3 78+5
ILACTATQ]
[PIRUVATO] 23+] 30+2

[8-OH-BUTIRATO]
[ACETOACETATO] 0,1+0,001 0,73+0,1 0,75+0,02 1,13+0,03

Higados de ratas adrenalectomiazadas fueron perfundidos con Krebs-
Ringer hasta que se alcanzé una tasa basal estacionaria de respiracion,
después de la cual se administraron los substratos a las concentraciones
indicadas. En los experimentos de administracion conjunta de octanoato y
lactato este altimo substrato se anadio después de perfundir el tejido durante
25 min. con octanoato.Las tasas metabdlicas fueron calculadas a los 20-30
min. después de la administracion de los substratos. Los resultados son la
media de 4 experimentos + el error estindar.



La estimacion del flujo a través del ciclo de los éacidos
tricarboxilicos en higados de ratas controles y adrenalectomizadas
aparece recogida en las tablas XI y XII respectivamente. Puede
observarse, en primer lugar, que la adrenalectomia no produce
alteracion alguna en el flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas, la administracion de lactato incrementa el
flujo a través del ciclo (50% y 35% respectivamente), mientras que
la administracion de octanoato produce una estimulacién de,
aproximadamente el 20%, en el flujo a través del ciclo de Krebs. La
diferencia mas significativa entre ambos grupos de ratas se
encuentra en el hecho de que mientras en los higados de ratas
controles, la administracién conjunta de octanoato y lactato tiene
efectos aditivos estimulando el flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, en higados de ratas adrenalectomizadas, tiene lugar
una inhibicién, de aproximadamente, el 13%, en el flujo a través
del ciclo. La inhibicion del flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, en estas condiciones, no resulta, sin embargo, en
una disminucién de la produccion de energia, ya que la oxidacion
de lactato y octanoato genera una considerable cantidad de ATP a
través de la produccion de equivalentes de reduccion tanto en el

compartimento citosélico como mitocondrial.
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EFECTO DE OCTANOATO SOBRE EL FLUJO A TRAVES DEL
CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS EN HIGADOS

PERFUNDIDOS DE RATAS CONTROLES.

LACTATO OCTANOATO OCTANOATO

ADICIONES +
(SmM)  (0,1mM) LACTATO
(uatom/100gPCxh)
CONSUMO DE OXIGENO 1031 1413 1301 1671
CONSUMO MITOCONDRIAL* 897 1279 1167 1538
EQUIVALENTES DE OXIGENO PARA:
- SINTESIS DE pB-OH-BUTIRATO 50 33 192 129
- SINTESIS DE ACETOACETATO 417 39 459 198
- TOTAL CUERPOS CETONICOS 467 72 651 327
- LACTATO--->PIRUVATO e 158 160
- LACTATO--->ACETILCoA —— 496 374
- OXIDACION DE LACTATO
EN EL CICLO DE ATC e 274 410
- ACIDOS GRASOS-->COjp 430 279 516 267
- ACIDOS GRASOS-->ACETILCoA 129 84 155 80
- OXIDACION DE AG EN EL CICLO
DE LOS ATC 301 195 361 187
RESPIRACION INDEPENDIENTE
DEL CICLO 596 810 806 941
RESPIRACION DEPENDIENTE
DEL CICLO 301 469 361 597
(umol/100gPCxh)
FLUJO A TRAVES DEL CICLO
DE ATC 75 117 90 149
% DEL CONTROL 100 156 120 199
(* Aproximadamente el 13% de la respiracion basal no es sensible a

clanuro).

La estimacion del flujo a través del

IX, segiun Williamson y col., 1969.

ciclo de los acidos
tricarboxilicos se realizé a partir de los datos recogidos en la Tabla
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TABLA XII

EFECTO DE OCTANOATO SOBRE EL FLUJO A TRAVES DEL
CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS EN HIGADOS
PERFUNDIDOS DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS.

LACTATO OCTANOATO OCTANOATO

ADICIONES +
(5mM) (0,1mM) LACTATO
(patom/100gPCxh)
CONSUMO DE OXIGENO 925 1343 1305 1651
CONSUMO MITOCONDRIAL* 805 1223 1184 1530
EQUIVALENTES DE OXIGENO PARA:
- SINTESIS DE p-OH-BUTIRATO 20 20 196 166
- SINTESIS DE ACETOACETATO 346 32 463 238
- TOTAL CUERPOS CETONICOS 366 52 659 404
- LACTATO--->PIRUVATO e 179 141
- LACTATO--->ACETILCoA L 482 682
- OXIDACION DE LACTATO
EN EL CICLO DE ATC —__ 196 190
- ACIDOS GRASOS-->CO9 439 314 525 113
- ACIDOS GRASOS-->ACETILCoA 132 94 157 34
- OXIDACION DE AG EN EL CICLO
DE LOS ATC 307 220 368 79
RESPIRACION INDEPENDIENTE
DEL CICLO 498 807 816 1261
RESPIRACION DEPENDIENTE
DEL CICLO 307 416 368 269
(umol/100gPCxh)
FLUJO A TRAVES DEL CICLO
DE ATC 77 104 92 67
% DEL CONTROL 100 135 119 87
(* Aproximadamente el 13% de la respiracion basal no es sensible a

cianuro).

La estimaciéon del flujo a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos se realiz6 a partir de los datos recogidos en la Tabla

X, segin Williamson y col., 1969.
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4.- INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE
LA REGULACION DEL METABOLISMO HEPATICO DE
PIRUVATO POR ACIDOS GRASOS.

Las figuras 28 y 29 muestran las tasas de respiraciéon y de
produccion de glucosa en ausencia y en presencia de octanoato, en
higados perfundidos de ratas controles y adrenalectomizadas
respectivamente. Estos experimentos se llevaron a cabo
incrementando la concentracion de substrato de forma lineal. En
estas graficas también aparecen representadas las tasas de
utilizaciéon de piruvat® y de producciéon de lactato y el estado de
reduccion del sistema NAD?T citosolico expresado por el cociente
lactato/piruvato. Se aprecia que, tanto en higados perfundidos de
ratas controles como adrenalectomizadas, la producciéon de glucosa
a partir de piruvato e€s un proceso que Se satura a concentraciones
de substrato de aproximadamente 0.3 mM, y no se aprecian
cambios significativos en la velocidad de produccion de glucosa a
partir de piruvato en higados de ratas adrenalectomizadas
respecto a los controles. Cuando estos experimentos se realizan
equilibrando previamente la preparacién con octanoato, como se
aprecia en la parte derecha de las figuras 28 y 29, la adicién de
concentraciones crecientes de piruvato, da lugar a un mayor
incremento en las tasas de produccion de glucosa y de utilizacion
de substrato, tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas. Paralelamente, se observa un incremento en
el consumo de oxigeno, probablemente para dar cuenta de la
mayor demanda de energia para la sintesis de glucosa. La

comparacion de los trazados de consumo de oxigeno, en ausencia y



FIGURA 28
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LOS INCREMENTOS DE RESPIRACION
Y TASAS METABOLICAS INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE PIRUVATO EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO DE
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Higados aislados de ratas controles, sometidas a ayuno
durante 48 h., fueron perfundidos segin se describe en Meétodos.
Alcanzada una tasa basal estacionaria de respiracién, el substrato
y/o el acido graso fueron afiadidos a las concentraciones indicadas.
La concentracién de piruvato se incrementd de forma lineal
mediante un formador de gradientes, a una velocidad de 0,03
pmoles/ml x min. y fueron tomadas alicuotas del efluente hepatico
a intervalos de dos minutos. Los datos representados son valores
promedio de, al menos, 3 experimentos.



FIGURA 29
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LOS INCREMENTOS DE RESPIRACION
Y TASAS METABOLICAS INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE PIRUVATO EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO DE
RATAS ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados aislados de ratas adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 h., fueron perfundidos segin se describe en
Métodos. Alcanzada una tasa basal estacionaria de respiracidn, el
substrato y/o el 4cido graso fueron afiadidos a las concentraciones
indicadas. La concentracion de piruvato se incrementd de forma
lineal mediante un formador de gradientes, a una velocidad de
0,03 pmoles/ml x min. y fueron tomadas alicuotas del efluente
hepatico a intervalos de dos minutos. Los datos representados son
valores promedio de, al menos, 3 experimentos.
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en presencia de octanoato, indica que el incremento de respiracion
en respuesta a la administracion de cantidades crecientes de
piruvato es mayor en presencia de octanoato tanto en higados de

ratas controles como adrenalectomizadas.

La figura 30 recoge de forma comparativa la tasa de
producciéon de glucosa a partir de piruvato, en ausencia y en
presencia de octanoato, en higados de ratas controles vy
adrenoprivas. Puede observarse que la adrenalectomia no produce
efectos apreciables en la cinética de produccidon de glucosa a partir
de piruvato. Por otra parte, la adrenalectomia no impide el efecto
de octanoato incrementando el flujo gluconeogénico a partir de
piruvato, si bien la estimulacién es menor, a diferencia de lo que
ocurre cuando se utiliza un precursor gluconeogénico mas reducido
como es lactato. La estimulacion de gluconeogénesis, a partir de
piruvato, por octanoato, tiene lugar preferentemente a

concentraciones de substrato por encima de 0,3 mM.

La tasa de utilizacion de piruvato, en ausencia y en presencia
de octanoato, en higados perfundidos de ratas controles vy
adrenalectomizadas aparece representada en la figura 30. En
ausencia de octanoato, no se observan cambios en la tasa de
utilizaciéon de piruvato en los dos grupos de ratas. En presencia de
octanoato, la tasa de utilizacion de piruvato es menor en higados
de ratas adrenalectomizadas, lo que estd de acuerdo con una

menor tasa de producciéon de glucosa en estas condiciones.



132

FIGURA 30
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA (0) SOBRE LAS TASAS
METABOLICAS INDUCIDAS POR CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
PIRUVATO EN PRESENCIA O AUSENCIA DE OCTANOATO EN HIGADO

AISLADO Y PERFUNDIDO.
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Higados aislados de ratas control y adrenalectomizadas,
sometidas a un periodo de ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos segin se describe en Métodos. Las condiciones
experimentales son idénticas a las descritas en las figuras 28 y 29.
Cada 2 minutos se tomaron alicuotas del efluente hepatico para la
determinacién de los metabolitos. Los resultados son valores
promedio de al menos 3 experimentos.
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En la figura 30 aparece representada la tasa de produccidn
de lactato, en funcién de la concentraciéon de piruvato en el medio
de perfusién, en ausencia y en presencia de octanoato, en higados
de ratas controles y adrenalectomizadas. De nuevo, se aprecia
como la tasa de produccién de lactato no se ve afectada por la
adrenalectomia, si bien disminuye ligeramente cuando los higados
de ratas adrenalectomizadas son perfundidos en presencia de

octanoato.

La figura 30 muestra el estado de reducciéon del sistema
NAD?* citosélico, expresado por los valores del cociente
lactato/piruvato. Puede observarse que la adrenalectomia, tanto
en ausencia como en presencia de octanoato produce un aumento
en los valores del cociente lactato/piruvato en todo el rango de
concentraciones de substrato. Estos resultados indican que la
ausencia de glucocorticoides conlleva un aumento en el estado de
reduccion del sistema NAD?' citosdlico, independientemente de que
se utilice como precursor gluconeogénico un substrato mis oxidado
o més reducido que la glucosa, como son el piruvato y el lactato,

respectivamente.
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5.- INFLUENCIA DEL ESTADO REDOX DEL SISTEMA
NAD* CITOSOLICO EN LA RESPUESTA
GLUCONEOGENICA A ACIDOS GRASOS EN HIGADOS
DE RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS.

Los resultados presentados hasta el momento muestran que
la consecuencia méas importante de la extirpacién de las
suprarrenales es la incapacidad del tejido hepético para responder
a la estimulacion de gluconeogénesis por 4acidos grasos cuando se
utiliza como precursor gluconeogénico un substrato mas reducido
que la glucosa como es el lactato. Por el contrario, cuando se utiliza
un precursor mas oxidado, como piruvato, la administraciéon de
octanoato si produce su caracteristico efecto aumentando la
velocidad maxima de la ruta gluconeogénica, si bien el porcentaje

de estimulacién es menor en higados de ratas adrenalectomizadas.

La incapacidad de octanoato para estimular el proceso de
gluconeogénesis a partir de lactato no parece estar relacionada con
variaciones en la tasa de oxidacion del acido graso, ya que se pudo
comprobar que la tasa de oxidacion de octanoato no difiere
significativamente en higados de ratas controles vy
adrenalectomizadas, tanto en ausencia de subtratos como en

presencia de lactato o piruvato.

En todos los experimentos llevados a cabo en higados de
ratas adrenalectomizadas, perfundidos tanto con lactato como con
piruvato, se observd sistematicamente un aumento en el estado de
reduccion del sistema NAD?' citosdlico, expresado por los cambios

en la relacion lactato/piruvato (Figs. 22 y 29).



Frecuentemente, se ha atribuido a los cambios en el estado
redox del sistema NAD* citos6lico, la causa de la alteraciéon de
numerosas funciones celulares (Williamson y col.,, 1969, 1980;
Parrilla y col., 1976; Martin-Requero y col., 1979; Sugano y col.,
1980)). Asimismo, algunos autores han sugerido que Ila
estimulacion de gluconeogénesis hepatica por determinadas
hormonas depende del estado de reduccion del sistema NAD?T
citosélico (Sistare y Haynes, 1985 a; Soler y col.,, 1991). Por esta
razon, el objetivo de los experimentos siguientes fue investigar el
papel del estado de reduccion del sistema NAD™ citosélico sobre el
flujo gluconeogénico en higados perfundidos de ratas controles y
adrenalectomizadas y la posible dependencia de la estimulacion de

gluconeogénesis por acidos grasos de este parametro.

Para ello, hemos estudiado el efecto de octanoato sobre la
tasa de gluconeogénesis en higados de ratas controles vy
adrenalectomizadas en dos situaciones experimentales distintas: 1)
en primer lugar se ha modificado, dentro de unos amplios
margenes, el valor del cociente lactato/piruvato; 2) en segundo
lugar, se ha estudiado el efecto de octanoato sobre el proceso de
gluconeogénesis en situaciones en las que se mantenia constante el
valor del cociente lactato/piruvato en torno a un valor de 10, que
es el que prevalece en condiciones fisiologicas (Williamson y col.,

1967; Biicher y col., 1972).

La figura 31 muestra el efecto de octanoato sobre la tasa de

gluconeogénesis en higados de ratas controles vy
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FIGURA 31
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE GLUCONEOGENESIS A
PARTIR DE DISTINTAS MEZCLAS DE LACTATO Y PIRUVATO EN
HIGADOS DE RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados aislados, de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidos a un periodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos
segin se describe en Métodos. Alcanzada una tasa basal
estacionaria de respiracion se anadieron los substratos lactato y
piruvato. La concentracién utilizada de lactato fue 2mM en todos
los casos, mientras que la concentraciéon de piruvato fue
respectivamente 0,1, 0,2, 0,5 y ImM con objeto de obtener los
valores de la relacion lactato/piruvato en el medio de perfusion
indicados en la figura. La concentracién de octanoato fue de
100uM. Cada 5 min. se tomaron alicuotas del efluente para la
determinacién de glucosa. Los datos son la media de 3
observaciones.
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adrenalectomizadas, perfundidos con concentraciones estacionarias
de lactato y piruvato. La concentracion de lactato fue 2 mM en
todos los experimentos, mientras que la concentraciéon de piruvato
fue respectivamente 0,1, 0,2, 0,5 y 1 mM con objeto de estudiar las
variaciones en el estado redox citosélico sobre la tasa de
gluconeogénesis, asi como su influencia en la estimulacion del
proceso de gluconeogénesis por acidos grasos. En primer lugar,
puede observarse que la tasa de gluconeogénesis a partir de
mezclas de lactato y piruvato se encuentra disminuida en
aproximadamente un 40% en higados de ratas adrenalectomizadas
respecto a los controles, excepto cuando se utilizan mezclas de
lactato y piruvato 2:1 en cuyo caso, los valores de produccién de
glucosa fueron similares en ambos grupos de ratas. Por otra parte,
la figura 31 muestra que la adicion de octanoato al medio de
perfusidon, una vez alcanzada una tasa estacionaria de produccién
de glucosa en respuesta a las distintas mezclas de los substratos
lactato 'y piruvato, produjo una estimulaciéon del flujo
gluconeogénico en todos los casos, tanto en higados de ratas
controles como adrenalectomizadas.

El efecto del aumento del cociente lactato/piruvato en el
medio de perfusion sobre la tasa de producciéon de glucosa en
higados perfundidos de ratas controles y adrenalectomizadas
aparece recogido de forma comparativa en la figura 32. En los
controles se observa un incremento en la tasa de producciéon de
glucosa de aproximadamente un 30% al aumentar el valor del
cociente lactato/piruvato por encima de 2, por el contrario, la tasa

de gluconeogénesis a partir de mezclas de lactato y piruvato, en
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FIGURA 32
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL
MEDIO DE PERFUSION SOBRE LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN
HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO. INFLUENCIA DE LA

ADRENALECTOMIA.
190 | CONTROL
< K
n
Qo ~
O = -—e
2D x
-4 (]
S a
o
& 3
g : 140 ~
23
S € ADRENALECTOMIZADA
p=1
8 S
(o] \Qi—/
o
[+
90 A L A 1
0 10 20

[LACTATOJ/[PIRUVATO]

Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas
en la figura 31. La tasa de producciéon de glucosa se determind en
el intervalo 20-30 min. después de la administracién de lactato y
piruvato.
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higados perfundidos de ratas adrenalectomizadas, no se vio

afectada por las variaciones del cociente lactato/piruvato.

La figura 33 recoge el efecto del aumento del cociente
lactato/piruvato sobre la estimulacion de gluconeogénesis por
octanoato. En los controles, la maxima estimulacién, inducida por
octanoato, se observa con la mezcla de substratos que proporciona
un estado redox mas oxidado, por encima de un valor del cociente
lactato/piruvato de 2, el efecto estimulador de octanoato se
estabiliza en torno a un 30%, y no parece depender de variaciones
del estado redox citosélico, dentro de los margenes estudiados. En
los higados de ratas adrenalectomizadas, la situacién parece ser la
inversa, es decir, la estimulacién de gluconeogénesis a partir de
mezclas de lactato y piruvato, inducida por octanoato, no varia
significativamente al aumentar el estado redox citosdlico desde 2
hasta 10, sin embargo, a partir de este valor, se observa una
disminucidon importante en el porcentaje de estimulacion del flujo

gluconeogénico, inducido por octanoato.

En la figura 34 se muestra el efecto de octanoato sobre las
variaciones en el cociente lactato/piruvato, halladas en el efluente
hepatico, de higados de ratas controles y adrenalectomizadas,
perfundidos con distintas mezclas de lactato y piruvato. Puede
observarse que la adicion de octanoato al medio de perfusion
produjo un aumento en el estado redox citosélico, expresado por
los cambios en la relacién lactato/piruvato, en todas las situaciones

estudiadas, tanto en higados de ratas controles como
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FIGURA 33
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO SOBRE
LA ESTIMULACION DE GLUCONEOGENESIS INDUCIDA POR
OCTANOATO EN HIGADOS DE RATAS CONTROLES Y
ADRENALECTOMIZADAS.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a un periodo de ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos como se describe en Métodos. Los valores
representados han sido tomados de la figura 31, una vez alcanzada
una tasa estacionaria de producciéon de glucosa tras la adicion de

octanoato 100uM.
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FIGURA 34
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL
MEDIO DE PERFUSION SOBRE LAS VARIACIONES EN LA RELACION
LACTATO/PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO PRODUCIDA POR
LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO. INFLUENCIA DE LA

ADRENALECTOMIA.
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Las condiciones experimentales se han descrito en la figura
31. Los valores de la relacion lactato/piruvato se determinaron en
alicuotas del efluente hepatico tomadas cada 5 minutos. Los datos
representan las variaciones del cociente lactato/piruvato,
inducidas por la administracion de octanoato 100uM, y se han
expresado como % de los valores obtenidos en ausencia de
octanoato.
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adrenalectomizadas. Ahora bien, mientras que en los controles el
cambio en el cociente lactato/piruvato, en respuesta a octanoato,
fue de la misma intensidad en todos los casos, en los higados de
ratas adrenalectomizadas, el <cambio en el cociente
lactato/piruvato, inducido por octanoato, aumento de forma lineal
a medida que se incrementaba el valor inicial de la relacion
lactato/piruvato en el medio de perfusion del tejido hepatico (Fig.
34). El cambio de mayor intensidad en el estado redox citosélico,
inducido por octanoato, se produjo precisamente en la situacidén en
la que la estimulacién del flujo gluconeogénico fue menor. Estos
resultados sugieren, por tanto, la existencia de una relacion
inversa entre el estado de reduccion del sistema NAD™ citosélico y
la capacidad de los 4cidos grasos para estimular el flujo
gluconeogénico en higados de ratas adrenalectomizadas. Ahora
bien, en estos experimentos, las variaciones en el cociente
lactato/piruvato se consiguieron modificando la concentracion de
piruvato en el medio de perfusion al tiempo que se mantuvo
constante la concentracién de lactato. Por, tanto, estos resultados
no nos permiten determinar si la disminuciéon en la capacidad de
octanoato para estimular el flujo gluconeogénico que se observa en
condiciones de alto valor de la relacion lactato/piruvato en higados
de ratas adrenalectomizadas, es consecuencia de un aumento en el
estado de reducciéon del sistema NAD™' citosélico, de una
disminucién en la disponibilidad de piruvato, o de wuna
combinacion de ambos factores. Por esta razén, hemos estudiado la
influencia de variaciones en la relacién lactato/piruvato,

manteniendo constante la concentracion de piruvato en el medio
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de perfusion, en la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato en

ausencia o en presencia de octanoato.

Las figuras 35 y 36 recogen el efecto de la adrenalectomia
sobre las tasas de respiracion y de produccion de glucosa, asi como
las variaciones del cociente lactato/piruvato encontradas en el
efluente hepatico en higados perfundidos en ausencia o en
presencia de octanoato, respectivamente. En estos experimentos, la
concentracion de lactato se incrementd de forma lineal desde 0
hasta 8 mM, mientras que la concentracién de piruvato se
mantuvo constante, 0,1 mM, durante todo el experimento. La
administraciéon de los substratos gluconeogénicos se realizd una
vez que se habia alcanzado una tasa estacionaria de respiraciéon en
ausencia 0 en presencia, respectivamente, de una concentracion de
octanoato de 0,1 mM. Con este disefio experimental se consigue
incrementar de forma lineal, desde 3 hasta 80, el valor de la

relaciéon lactato/piruvato en el medio de perfusidn.

En la figura 35 se aprecia que los incrementos de respiracion
y de gluconeogénesis, en respuesta a lactato, en presencia de una
concentracion de piruvato de 0,1 mM en el medio de perfusién, no
difieren significativamente de los encontrados en ausencia de
piruvato, tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas (Fig. 4). La diferencia mas acusada entre los
dos grupos de ratas se encuentra en los cambios que se producen
en la relacion lactato/piruvato en el efluente hepético. Mientras

que en higados de ratas controles, y a pesar de haber
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FIGURA 35
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
RESPIRACION, PRODUCCION DE GLUCOSA Y COCIENTE
LACTATO/PIRUVATO, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN PRESENCIA DE
UNA CONCENTRACION ESTACIONARIA DE PIRUVATO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidos a un periodo de ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos como se describe en Métodos. Alcanzada una tasa
basal estacionaria de consumo de oxigeno, la concentracién de
lactato se incrementé de forma lineal desde 0 hasta 8mM,
mediante un formador de gradientes, manteniendo una
concentraciéon estacionaria de piruvato de 0,ImM. Cada 2min. se
tomaron alicuotas del efluente hepético para la determinacidén de
los distintos metabolitos.
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FIGURA 36
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LOS
INCREMENTOS DE RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y
PRODUCCION DE GLUCOSA EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN PRESENCIA DE UNA
CONCENTRACION ESTACIONARIA DE PIRUVATO. INFLUENCIA DE LA

ADRENALECTOMIA.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a un periodo de ayuno de 48h., fueron perfundidos segiin se
describe en Métodos. Alcanzada una tasa basal estacionaria de consumo
de oxigeno, se administré octanoato 0,ImM, una vez estabilizada de
nuevo la respiracion se incrementd de forma lineal la concentracion de
lactato desde 0 hasta 8mM mediante un formador de gradientes,
manteniendo una concentracién estacionaria de piruvato 0,1mM, vy
fueron tomadas alicuotas del efluente hepatico cada 2min. para la
determinacién de los metabolitos.
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incrementado linealmente la relacidn lactato/piruvato en el medio
de perfusion del tejido, los cambios que se observan en el cociente
lactato/piruvato en el efluente hepatico son escasos,
manteniéndose en valores proximos a los que prevalecen en
condiciones fisiologicas (Williamson y col., 1967; Biicher y col.,
1972). Por el contrario, los higados de ratas adrenalectomizadas
parecen tener una menor capacidad de tamponar el sistema NAD?
citosdlico, ya que como se puede observar en el panel derecho de
la figura 35, los valores de la relaciéon lactato/piruvato en el
efluente hepatico aumentan de forma lineal a medida que se

incrementa el valor de este cociente en el medio de perfusién.

Cuando estos experimentos se llevan a cabo equilibrando
previamente la preparacién con octanoato, como se aprecia en la
figura 36, la administracion de concentraciones progresivamente
crecientes de lactato en presencia de una concentracion de
piruvato de 0,1 mM, dio lugar a un mayor incremento en la tasa de
consumo de oxigeno y en la de producciéon de glucosa que en
ausencia del acido graso, tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas. En estas condiciones, se observa, de nuevo, un
aumento lineal en el estado de reduccion del sistema NAD™T

citosdlico en higados de ratas adrenalectomizadas.

En la figura 37 se ha recogido de forma comparativa el efecto
de octanoato sobre la tasa de gluconeogénesis en higados de ratas
controles y adrenalectomizadas, perfundidos con concentraciones

crecientes de lactato en presencia de una concentracién constante
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FIGURA 37
INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE
OCTANOATO EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS
PERFUNDIDOS CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN
PRESENCIA DE PIRUVATO 0,ImM.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a un periodo de ayuno de 48 horas., fueron perfundidos
segiin se describe en Métodos. Los datos han sido tomados de las
figuras 35 y 36.
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de piruvato. Puede apreciarse que, tanto en higados de ratas
controles como adrenalectomizadas, la administracién de
octanoato, en estas condiciones, produce una clara estimulacién del
flujo gluconeogénico. Dicha estimulacidén es apreciable sobre todo
cuando consideramos la velocidad méaxima de producciéon de
glucosa. Lo mas destacable de estos resultados es el hecho de que
en higados de ratas adrenalectomizadas, la presencia de una
concentraciéon baja de piruvato (0,1 mM) en el medio de perfusidn,
si bien no produce cambios apreciables en la tasa de producciéon de
glucosa a partir de concentraciones crecientes de lactato (Figuras
35 y 36) permite, en cambio, que el tejido hepatico responda
incrementando la velocidad de produccion de glucosa tras la
administracién de octanoato. Hay que senalar, no obstante, que la
capacidad de respuesta del tejido hepatico a la estimulacién de
gluconeogénis por octanoato €S menor  en ratas

adrenalectomizadas.

Por ultimo, se ha estudiado el efecto de octanoato sobre el
flujo gluconeogénico en condiciones en las que se ha mantenido
constante, y en el valor que prevalece en condiciones fisioldgicas,
la relaciéon lactato/piruvato en el medio de perfusion del tejido
hepatico. Para ello, los higados de ratas controles 'y
adrenalectomizadas fueron perfundidos con concentraciones
progresivamente crecientes de lactato y de piruvato manteniendo

la relacion entre ambos substratos en 10:1.
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Las figuras 38 y 39 muestran la influencia de Ila
adrenalectomia sobre las tasas de respiracion, gluconeogénesis y
cambios en la relacion lactato/piruvato en higados perfundidos en
ausencia y en presencia de octanoato respectivamente. Puede
observarse en la figura 38 que la adrenalectomia no produjo
cambios significativos en las tasas de consumo de oxigeno y de
produccién de glucosa. En estas condiciones, el estado redox
citosdlico, expresado por Ilos cambios en el cociente
lactato/piruvato en el efluente hepdatico, se mantiene
practicamente constante a lo largo de la duracién de los
experimentos, tanto en higados de ratas controles como

adrenalectomizadas.

Cuando estos experimentos se realizaron en presencia de una
concentraciéon estacionaria de octanoato de 0,1 mM (Fig. 39), se
observd un mayor incremento en la tasa de consumo de oxigeno y
en la produccion de glucosa en los higados procedentes de los dos
grupos de ratas. En estas condiciones, la administraciéon de
octanoato incrementd ligeramente el estado de reduccion del
sistema NAD™ citos6lico en los higados de las ratas controles; sin
embargo, la adicién de octanoato produjo un aumento significativo
del cociente lactato/piruvato en el efluente hepatico,
fundamentalmente cuando se utilizan las concentraciones mas

bajas de substratos.

La figura 40 muestra de forma comparativa el efecto de

octanoato sobre la velocidad de producciéon de glucosa a partir de
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FIGURA 38
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE
RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y PRODUCCION DE
GLUCOSA, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO Y PIRUVATO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidos a un periodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos
segin se describe en Métodos. Alcanzada una tasa basal
estacionaria de consumo de oxigeno, la concentracion de lactato y
piruvato se incrementd de forma lineal desde 0 hasta 8mM vy
desde 0 hasta 0,8mM respectivamente, con un formador de
gradientes. Se tomaron alicuotas cada 2 min. para la determinacién
de los distintos metabolitos.
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FIGURA 39
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LOS
INCREMENTOS DE RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y
PRODUCCION DE GLUCOSA, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO
CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO Y PIRUVATO.
INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA.
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Higados aislados de ratas, controles y adrenalectomizadas,
sometidos a ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos como se
describe en Métodos. Alcanzada una tasa basal estacionaria de
consumo de oxigeno, se administré6 octanoato 0,ImM y una vez
estabilizada de nuevo la preparacién, la concentraciéon de lactato y
piruvato se incrementd de forma lineal, con un formador de
gradientes a una velocidad de 0,15 mM/min y 0,015mM/min
respectivamente. Se tomaron alicuotas cada 2 min. para la
determinaciéon de los distintos metabolitos.



FIGURA 40
INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE
OCTANOATO EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS
PERFUNDIDOS CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO Y

PIRUVATO.
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Higados aislados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a ayuno durante 48 h., fueron perfundidos segin se
describe en Métodos. Los datos han sido tomados de las figuras 38
y 39.




lactato y piruvato (10:1) en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas. La administracion de octanoato produjo una
clara estimulacion del flujo gluconeogénico tanto en higados de
ratas controles como adrenalectomizadas, aunque también en estas
condiciones se aprecia una menor capacidad de respuesta a la
estimulacién de gluconeogénesis por octanoato en higados de ratas

adrenalectomizadas (Fig. 40).

En resumen, nuestros resultados muestran que la
adrenalectomia no impide el efecto de octanoato estimulando la
velocidad maxima del proceso de gluconeogénesis cuando se utiliza
una combinacion de lactato y piruvato como precursores. Hay que
sefialar, no obstante, que sistematicamente se ha observado una
menor capacidad de respuesta del tejido hepatico de ratas
adrenalectomizadas para incrementar el flujo gluconeogénico tras
la administracion de octanoato. La menor estimulaciéon de
gluconeogénesis, inducida por octanoato, en higados de ratas
adrenalectomizadas perfundidos con piruvato o con mezclas de
lactato y piruvato va acompaiada de un mayor aumento en el
estado de reduccion del sistema NAD?T citosdlico en respuesta al

acido graso.

Por otra parte, el hecho de que la adrenalectomia impida el
efecto de octanoato estimulando la tasa de gluconeogénesis a partir
de lactato, pero no a partir de piruvato o de mezclas de ambos
substratos, no parece ser debido a una menor disponibilidad de

piruvato, para la sintesis de glucosa, cuando se utiliza lactato como



precursor gluconeogénico. En efecto, cuando se representa la tasa
de produccion de glucosa en funcidn de la concentraciéon de
piruvato que se alcanza en el efluente hepitico en las diferentes
condiciones estudiadas (Fig. 41), puede observarse que el
octanoato es capaz de estimular el flujo gluconeogénico cuando los
higados de ratas adrenalectomizadas son perfundidos con piruvato
o con lactato mas piruvato, incluso en los margenes de
concentracion de piruvato en el efluente hepatico que se
encuentran cuando los higados son perfundidos con lactato como

unico precursor gluconeogénico.

Nuestros resultados sugieren, pues, que el efecto diferencial
de octanoato sobre el proceso de gluconeogénesis hepética en ratas
adrenalectomizadas a partir de un precursor mas reducido que la
glucosa, como es el lactato, o mas oxidado, como piruvato, no es
debido a diferencias en la disponibilidad de piruvato en ambos
casos, sino que el mantenimiento del estado de reducciéon del
sistema NAD? citosolico, dentro de ciertos margenes, parece ser
esencial para permitir el efecto de octanoato estimulando el flujo

gluconeogénico.



FIGURA 41
PRODUCCION DE GLUCOSA EN DISTINTAS SITUACIONES
EXPERIMENTALES EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE
PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO, EN HIGADO AISLADO Y
PERFUNDIDO DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS. EFECTO DE LA

PRESENCIA DE OCTANOATO.
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Higados aislados de ratas adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 h, fueron perfundidos segin se describe en
Métodos. Los valores de produccion de glucosa han sido tomados
de las figuras (15, 30, 37 y 40) y se han representado en funcidn
de la concentracion de piruvato hallada en alicuotas tomadas del
efluente a intervalos de 2 minutos.



6.- RESPUESTA METABOLICA HEPATICA A
ESTIMULANTES  o-ADRENERGICOS EN ANIMALES
ADRENOPRIVOS.

Los agentes a-adrenérgicos, al igual que los acidos grasos
producen, entre otros efectos, un aumento de la respiracién
hepéatica y una estimulacion de gluconeogénesis. Hasta el momento
se conoce que los glucocorticoides ejercen una accién permisiva
sobre los efectos glucogenoliticos y gluconeogénicos de los agentes
a-adrenérgicos. Sin embargo, los conocimientos sobre la
interaccidon de glucocorticoides y agonistas o-adrenérgicos son
escasos y se ignora si los glucocorticoides son esenciales en la
estimulaciéon hormonal del metabolismo energético. Por ello, hemos
intentado caracterizar la respuesta metabolica hepatica a
estimulantes o-adrenérgicos, como fenilefrina, en animales

adrenoprivos.

6.1.- EFECTO DEL ESTADO DE NUTRICION EN LA RESPUESTA
METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADO PERFUNDIDO.

La respuesta respiratoria del tejido hepatico a la
administracion de fenilefrina ha sido bien caracterizada en nuestro
laboratorio (Gonzalez-Manchén y col., 1988 b). La administracién
de fenilefrina a higados aislados y perfundidos produce un
incremento notable de respiracion, de naturaleza bifasica. La
primera fase es de instauracion rapida y de corta duracion,
mientras que en la segunda fase se produce un incremento

sostenido de respiracion. La primera fase es independiente del
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estado de nutricién del animal mientras que la segunda fase
muestra una dependencia del estado de nutricién, de la
disponibilidad de energia y de la presencia de Ca2* extracelular
(Gonzélez-Manchén y col.,, 1988 b). Por estas razones, hemos
estudiado en primer lugar, la influencia del estado de nutricién en
la respuesta hepatica a fenilefrina en ratas sometidas a una

operaciéon simulada y en ratas adrenalectomizadas.

6.1.1.- Efecto de la adrenalectomia sobre la respuesta
hepiatica a fenilefrina en ratas alimentadas ad
libitum.

.La figura 42 muestra el efecto de fenilefrina sobre las tasas
de consumo de oxigeno, glucogenolisis y las de producciéon de
lactato y piruvato en higados perfundidos de ratas sometidas a
una operacion simulada (panel izquierdo) y adrenalectomizadas
(panel derecho). En primer lugar, puede observarse que el estrés
quirdrgico no altera la respuesta del tejido a la administraciéon de
fenilefrina. En efecto, los resultados obtenidos en higados de ratas
sometidas a una operacion simulada son similares a los obtenidos
en nuestro laboratorio con higados de ratas controles (Gonzalez-
Manchén y col., 1988 b). El incremento de respiracion, inducido
por fenilefrina se acompaia de un aumento en las tasas de
glucogenolisis y glucolisis como lo refleja los aumentos en los
niveles de glucosa y de lactato y piruvato respectivamente en el
efluente hepético. Asimismo, la administracion de fenilefrina

produce una elevacion transitoria del cociente lactato/piruvato del
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FIGURA 42
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA
METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADOS DE RATAS
ALIMENTADAS AD LIBITUM.
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Higados de ratas alimentadas ad libitum, sometidas a una
operacién simulada o adrenalectomizadas fueron perfundidos con
tampén Krebs-Ringer pH 7,4 segin se describe en Métodos.
Después de que se alcanzara una tasa basal estacionaria de
respiracion, se administré fenilefrina 1uyM. La determinacién de los
distintos metabolitos se realiz6 en alicuotas, del efluente hepético,
tomadas a los tiempos indicados en la figura. Los registros de
consumo de oxigeno corresponden a experimentos representativos
de cada situacion. Los resultados de las distintas tasas metabodlicas
son valores promedio de al menos 6 experimentos.



efluente hepitico. Como puede observarse en el panel derecho de
la figura 42, los higados de animales adrenalectomizados
conservan el perfil bifasico de la respuesta respiratoria, pero
ambas fases se encuentran considerablemente disminuidas.
También, disminuyen significativamente las tasas de produccién

de glucosa, lactato y piruvato.

Ademas de estos efectos, la administraciéon de fenilefrina da
lugar a un aumento de la presién portal y a cambios significativos
en la concentraciéon de los iones H*, Ca2* y K* en el efluente
hepatico. En la figura 43 hemos recogido las respuestas ionotrdpica
y presora a fenilefrina en higados de ratas controles y
adrenalectomizadas, alimentadas ad [libitum. En esta figura
aparecen representados sendos experimentos tipo. En primer
lugar, se aprecia que la administraciéon de fenilefrina produce un
aumento de la presion portal que no se ve afectado por la ausencia
de esteroides adrenales. El incremento en la presion portal tras la
estimulacién adrenérgica ha sido previamente descrita (Reilly,
1981; Moy y col.,, 1991), y se ha atribuido a la constriccion de las
vénulas sinusoidales portales que regulan el flujo hepitico. De
forma similar a la respuesta respiratoria, la respuesta ionotrdpica,
inducida por fenilefrina consta de dos fases, la fase aguda se
caracteriza por una captacion rapida de potasio y una disminucion
en el pH del efluente hepatico que se acompaiian de un eflujo
rapido de Ca2*. En la fase sostenida de la respuesta se observa una
tendencia a disminuir la acidificacién del medio extracelular, una

liberacion de K* y una ligera captacion de Ca2*, si bien la
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FIGURA 43
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS RESPUESTAS
PRESORA E IONOTROPICA A FENILEFRINA EN HIGADOS DE RATAS
ALIMENTADAS AD LIBITUM.
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Higados de ratas alimentadas ad [ibitum, sometidas a una
operacion simulada o adrenalectomizadas fueron perfundidos con
tampén Krebs-Ringer pH 7,4 segin se describe en Métodos.
Después de que se alcanzara una tasa basal estacionaria de
respiracion, se administré6 fenilefrina 1pM. Los registros
representados en la figura corresponden a experimentos
representativos.
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concentracion de este ion permanece por encima de los valores
basales. En higados de ratas adrenalectomizadas (Fig. 43, panel
derecho), la respuesta ionotrépica, inducida por fenilefrina, no
cambia cualitativamente, sin embargo, se observa una menor
salida de protones al medio extracelular, asi como una menor
captacién de K* en la fase aguda de la respuesta, seguida de una
mayor liberaciéon de este ion durante la fase sostenida; por ultimo,
se aprecia una disminucion en la [CaZ*] en el efluente hepatico
tanto en la fase aguda como sostenida de la estimulacion por

fenilefrina.

6.1.2.- Efecto de la adrenalectomia sobre la respuesta
hepatica a fenilefrina durante el ayuno.

La figura 44 muestra el efecto de la administracién de
fenilefrina a higados de ratas controles y adrenalectomizadas,
perfundidos en ausencia de substratos. En higados de ratas
sometidas a una operacién simulada, la administracién de
fenilefrina, en estas condiciones experimentales, produce la
caracteristica respuesta respiratoria de tipo bifiasico que se
acompafna de un aumento en la liberacion de glucosa al medio de
perfusién. 'El incremento de respiracion, inducido por fenilefrina,
en la fase aguda de la respuesta es de igual magnitud al producido
por el agonista en los higados de ratas alimentadas (comparese con
la Fig. 42). En los higados de ratas adrenalectomizadas se observa
una disminucién considerable de la tasa de consumo de oxigeno asi
como inhibicién dramatica de la producciéon de glucosa ( Fig. 44,

panel derecho).
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FIGURA 44
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA
METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADOS AISLADOS DE RATAS

SOMETIDAS A AYUNO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampén Krebs-
Ringer pH 7,4 segin se describe en Métodos. Alcanzada una tasa
basal estacionaria de respiracion, se administré fenilefrina 1uM. La
determinacién de glucosa se realiz6 en alicuotas del efluente
hepatico tomadas a los tiempos indicados en la figura. Los registros
de consumo de oxigeno corresponden a experimentos
representativos de cada situacion. Los resultados de la produccién
de glucosa son valores promedio de al menos 4 experimentos.



163

La figura 45 muestra el efecto de la administracién de
fenilefrina a higados de ratas controles y adrenalectomizadas,
sometidas a ayuno, perfundidos en presencia de una concentracién
de piruvato 0,3 mM. Los resultados obtenidos en higados de ratas
sometidas a una operacion simulada (parte izquierda de la Fig. 45)
estin de acuerdo con observaciones previas de nuestro laboratorio
(Gonzalez-Manchén y col., 1988 b). De nuevo, puede apreciarse la
naturaleza bifasica del incremento de respiracion inducido por
fenilefrina. Se observa también un aumento simultineo en la tasa
de producciéon de glucosa. En la fase riapida de la estimulacidn
adrenérgica, se produce un notable incremento en la tasa de
producciéon de glucosa, del que no puede dar cuenta el aumento
observado en la tasa de utilizacién de piruvato, lo cual, sugiere que
este aumento transitorio en los niveles de glucosa es consecuencia
de la estimulacion de glucogenolisis, inducida por fenilefrina. La
fase sostenida de respiracion coincide con un aumento en la tasa
de gluconeogénesis a partir de piruvato. Esta respuesta a
fenilefrina se encuentra considerablemente disminuida en ratas
adrenalectomizadas tanto en la fase aguda como en la sostenida de
respiraciéon y de produccion de glucosa (parte derecha de la Fig.
45). De nuevo se observa que la adrenalectomia no perturba la
tasa de gluconeogénesis a partir de piruvato, sino que interfiere
especificamente con la respuesta del tejido hepatico a la

estimulacion adrenérgica.
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FIGURA 45
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA
METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADOS PERFUNDIDOS EN

PRESENCIA DE PIRUVATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a ayuno
durante 48 horas, fueron perfundidos con tampén Krebs-Ringer pH 7,4
hasta que se alcanzO una tasa basal estacionaria de respiracion. Piruvato y
fenilefrina fueron anadidos disueltos en ¢l medio de perfusion a las
concentraciones indicadas en la figura, en los momentos senalados con
flechas. Los registros de consumo de oxigeno corresponden a experimentos
representativos de cada situacion. La determinaciéon de los distintos
metabolitos, se realizd6 en alicuotas del efluente hepatico tomadas a los
tiempos indicados en la figura. Los resultados son valores promedio de, al
menos, 6 experimentos.
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La relaciéon entre consumo de oxigeno y gasto energético, en
estas condiciones experimentales, aparece recogida en la
tabla XIII. Tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas, la administraciéon de piruvato va acompaiiada
de un incremento en la tasa de consumo de oxigeno superior al
necesario para dar cuenta de la tasa de produccion de glucosa a
partir de este substrato. En estas condiciones no se observan
diferencias significativas entre los dos tipos de ratas. La
administracién de fenilefrina a higados de ratas controles y
adrenalectomizadas, perfundidos en presencia de piruvato,
produce, en ambos casos, un estimulo de respiracidn que excede
considerablemente al coste energético del aumento observado en
la tasa de gluconeogénesis. No obstante, en los higados de ratas
adrenalectomizadas, el consumo de oxigeno que no puede
justificarse para la sintesis de glucosa es significativamente menor
que en los controles. Estos resultados sugieren que algin otro
proceso dependiente de energia pudiera estar disminuido en los

higados de ratas adrenalectomizadas.

La caracterizacién de la respuesta ionotrépica y presora de
fenilefrina en higados de ratas controles y adrenalectomizadas se
recoge en la figura 46. Tampoco en estas condiciones
experimentales se observaron diferencias significativas en el
incremento de la presion portal, inducido por fenilefrina, en
higados de ratas controles y adrenalectomizadas. El patréon de los
flujos de H* y Ca2* en respuesta a la fenilefrina es similar al

inducido por el agonista en higados de ratas alimentadas (Fig. 43).
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TABLA XIII

RELACION ENTRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO ENERGETICO
EN HIGADOS, PERFUNDIDOS CON PIRUVATO, DE RATAS
CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS MANTENIDAS EN

AYUNO.

PRODUCCION ACONSUMO EQUIVALENTES

ADICIONES GRUPO DE DE OXIGENO PARA

GLUCOSA OXIGENO  SINTESIS DE

GLUCOSA

(pmol/100gPCxh) (patom/100gPCxh)
PIRUVATO CONTROL 67+5 200+20 134
0,3 mM ADX 64+2 228+13 128
PIRUVATO CONTROL 12147 612+23 242
+ FE. 1uM ADX 77+2 335+19 154

Las condiciones experimentales son idénticas a las de la figura
45. Las tasas de producciéon de glucosa y de consumo de oxigeno se
han calculado a los 20-25 min. de la administracion de piruvato
(0,3mM) y a los 20 min. de la administraciéon de fenilefrina (1uM).
Para la estimacidon del gasto energético se ha asumido un valor de la
relacion P:O de 3. Los resultados mostrados son la media + error
estindar de al menos 7 experimentos. (ADX: adrenalectomizada).
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FIGURA 46
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS RESPUESTAS
PRESORA E IONOTROPICA A FENILEFRINA EN HIGADOS
PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE PIRUVATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampén Krebs-
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanz6 una tasa basal estacionaria de
respiracion. Piruvato y fenilefrina fueron anadidos disueltos en el
medio de perfusion a las concentraciones indicadas en la figura. en
los momentos sefalados con flechas. Los registros representados
en la figura corresponden a experimentos representativos.
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En estas condiciones, se produce inicialmente una ligera captacion
de K* seguida de un aumento rapido y transitorio de los niveles de
K?* en el efluente hepatico al que sigue una captaciéon lenta de este
ion por el tejido hepatico, llegando a alcanzar unos niveles
estacionarios de K* en el medio extracelular similares a los valores
basales. Comparativamente, en higados de ratas
adrenalectomizadas, la administracion de fenilefrina conlleva una
menor salida de protones en las fases aguda y sostenida de la
respuesta y un aumento en la captacién de potasio en la fase
sostenida. La salida rdpida de calcio y los niveles de Ca2* en el
medio extracelular durante la fase sostenida de la respuesta, se

encuentran ligeramente disminuidos.

El efecto de la adrenalectomia disminuyendo la estimulacién
de la tasa de gluconeogénesis, inducida por fenilefrina, no parece
depender de la naturaleza del substrato utilizado, en contraste con
lo que se observa respecto a la accidon permisiva de los
glucocorticoides sobre el efecto de octanoato estimulando la
velocidad de gluconeogénesis. Asi, la figura 47 muestra que en los
higados de ratas adrenalectomizadas, también disminuye Ila
estimulacion de gluconeogénesis, en respuesta a fenilefrina, a
partir de un substrato reducido, como lactato, o de un precursor
que entra en otro punto de la ruta gluconeogénica como es el
glicerol. La figura 47 muestra también que la respuesta no se
restaura aumentando la disponibilidad de piruvato desde 0,3 hasta

I mM.
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FIGURA 47
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FENILEFRINA SOBRE LAS
TASAS DE RESPIRACION Y GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS, DE
RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS, PERFUNDIDOS CON
DISTINTOS PRECURSORES GLUCONEOGENICOS.
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Higados de ratas sometidas a una operacion simulada y
adrenalectomizadas y mantenidas en ayuno durante 48 horas,
fueron perfundidos con tampdén Krebs-Ringer pH 7,4. Una vez
alcanzada una tasa basal estacionaria de respiracion, se anadieron
los distintos substratos gluconeogénicos y la fenilefrina a las
concentraciones indicadas en la figura. Para la determinacién de
glucosa se tomaron alicuotas del efluente hepatico a los tiempos
indicados en la figura. Los resultados son valores promedio de al
menos 3 experimentos.
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6.2.- EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON GLUCOCORTICOIDES
SOBRE LOS EFECTOS DE FENILEFRINA EN RESPIRACION Y
PRODUCCION DE GLUCOSA.

La figura 48 muestra el efecto del tratamiento de ratas
adrenalectomizadas con dosis sustitutivas de glucocorticoides tales
como la prednisolona y dexametasona sobre los efectos de
fenilefrina en las tasas de respiracién y produccién de glucosa en
higados de ratas sometidas a ayuno durante 48 horas vy
perfundidos en ausencia de substratos. Puede observarse que el
tratamiento con cualquiera de estos glucocorticoides es capaz de
potenciar los efectos del agonista adrenérgico en higados de ratas
adrenalectomizadas. La respuesta a fenilefrina que se observa en
estas condiciones supera en magnitud a la que se produce en
higados de ratas controles, no sometidas a tratamiento. Yy
perfundidos en las mismas condiciones experimentales. EI
tratamiento con prednisolona permite alcanzar una tasa de
produccion de glucosa similar a la observada en higados de ratas
controles no sometidas a tratamiento. En el caso del tratamiento,
con dexametasona, se observan, tras la administraciéon de
fenilefrina, niveles muy altos de glucosa en el efluente hepético. El
contenido hepatico de glucoégeno continta siendo alto, en higados
de ratas adrenalectomizadas tratadas con dexametasona, a pesar
del periodo de ayuno de 48 horas, al que fueron sometidas. Ello se
debe probablemente a los efectos de prednisolona y dexametasona
sobre el metabolismo hepatico de glucéogeno (Tabla II) y/o a un
efecto directo de dexametasona incrementando la actividad de la

fosforilasa (GOémez-Munoz y col., 1989). El alto contenido hepatico
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FIGURA 48
EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON GLUCOCORTICOIDES A
RATAS ADRENALECTOMIZADAS SOBRE LA RESPUESTA HEPATICA
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Ratas adrenalectomizadas fueron sometidas a un periodo de
ayuno de 48 horas. Los animales se dividieron en tres grupos. El
primero de ellos no recibié ningin tratamiento. Los otros dos
grupos fueron tratados con prednisolona y dexametasona
respectivamente, segin se describe en el apartado de Métodos. Las
condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la
figura.44. Los resultados son valores promedio de al menos 3
experimentos.
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de glucégeno, que se observa tras el tratamiento con
glucocorticoides, especialmente en el caso de dexametasona, hace
que la respuesta a fenilefrina, en estas condiciones se asemeje a la
que induce el o«-agonista en higados de ratas alimentadas ad
libitum. De forma similar, el tratamiento in vivo de ratas
adrenalectomizadas con prednisolona y dexametasona permite
restaurar la respuesta respiratoria de fenilefrina en higados de
ratas mantenidas en ayuno durante 48 horas, perfundidos en
presencia de piruvato como precursor gluconeogénico (Fig. 49).La
figura 49 muestra también como la administracién de un
mineralocorticoide como la aldosterona a ratas adrenalectomizadas
no permite restaurar la respuesta respiratoria y gluconeogénica de
fenilefrina. Estos resultados sugieren pues, que la accidon de
glucocorticoides es un requisito imprescindible para que los
agentes a-adrenérgicos produzcan sus efectos caracteristicos en el

metabolismo hepatico.

6.3.- EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA EN LA ACTIVACION o Y B
ADRENERGICA.

Algunos autores han descrito que la adrenalectomia tiene
como consecuencia una disminucién importante en el ndmero de
receptores o] mientras que aumenta la densidad de los receptores
B en el tejido hepatico (El-Refai y Chan, 1986; Studer y Borle, 1984,
Borle y Studer,1990). Estos resultados explicarian el aumento en la
sensibilidad de adenilato ciclasa a la activacion por epinefrina o

isoproterenol observado en higados de ratas adrenoprivas (Wolfe
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FIGURA 49
EFECTOS DE ALDOSTERONA, PREDNISOLONA Y DEXAMETASONA EN
LA RESPUESTA METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADOS DE
RATAS ADRENALECTOMIZADAS.
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Para la realizacién de estos experimentos se utilizaron ratas
adrenalectomizadas, mantenidas en ayuno durante 48 horas. Los
distintos tratamientos se aplicaron segin se describe en Métodos.
Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la
figura 45. Los resultados son valores promedio de, al menos, 3
experimentos.
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y col.,, 1976; Chan y col., 1979). Por otra parte, resultados recientes
de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto la participacion de
los receptores o y B en la respuesta hepatica a fenilefrina (Ayuso y
col., 1990). Con estos antecedentes, cabria esperar que las
respuestas respiratoria y gluconeogénica del tejido hepdtico tras la
administracion de fenilefrina, fueran relativamente menos
sensible a la accién de bloqueantes o adrenérgicos en los higados
de ratas adrenalectomizadas que en los controles. Por el contrario,
la inactivaciéon de los receptores f afectaria preferentemente a la

accion de fenilefrina en higados de ratas adrenalectomizadas.

Sin embargo, los resultados de la figura 50 muestran que la
administraciéon del antagonista o], prazosin, impide por completo
los efectos de fenilefrina sobre las tasas de consumo de oxigeno y
de produccion de glucosa, tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas. De igual manera, la adiciéon al medio de
perfusiéon de un antagonista p-adrenérgico como el propranolol
(Fig. 51) disminuye draméticamente el incremento de respiracion,
inducido por fenilefrina, e impide la estimulacién de

gluconeogénesis en ambos tipos de ratas.

Por otra parte, la figura 52 muestra como la presencia de un
agonista B como es el isoproterenol disminuye draméticamente los
efectos de fenilefrina sobre respiracion y gluconeogénesis tanto en
higados de ratas controles como adrenalectomizadas. Ademas,

como se aprecia en el panel derecho de la figura 52, la



FIGURA 50
EFECTO DEL PRAZOSIN SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A
FENILEFRINA EN HIGADOS PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE

PIRUVATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampdén Krebs-
Ringer pH 7.4 hasta que se alcanz6 una tasa basal estacionaria de
respiracion. Prazosin, piruvato y fenilefrina fueron anadidos
disueltos en el medio de perfusion a las concentraciones indicadas
en la figura, en los momentos sefalados con flechas. La
determinacion de la producciéon de glucosa se realiz6 en alicuotas
del efluente hepatico tomadas a los tiempos indicados en la figura.
El registro de oxigeno y la produccién de glucosa representados en
la figura, corresponden a un experimento tipo.



176

FIGURA 51
EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A
FENILEFRINA EN HIGADOS PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE

PIRUVATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampén Krebs-
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzé una tasa basal estacionaria de
respiracion. Propranolol, piruvato y fenilefrina fueron anadidos
disueltos en el medio de perfusion a las concentraciones indicadas
en la figura, en los momentos sefialados con flechas. La
determinaciéon de la produccién de glucosa se realizé en alicuotas
del efluente hepatico tomadas a los tiempos indicados en la figura.
El registro de oxigeno y la produccion de glucosa representados en
la figura, corresponden a un experimento tipo.
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FIGURA 52
EFECTO DEL ISOPROTERENOL SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A
FENILEFRINA EN HIGADOS PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE

PIRUVATO.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tamp6n Krebs-
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzé una tasa basal estacionaria de
respiracion. Piruvato, isoproterenol y fenilefrina fueron anadidos
disueltos en el medio de perfusion a las concentraciones indicadas
en la figura, en los momentos sefalados con flechas. La
determinacion de la produccion de glucosa se realizd en alicuotas
del efluente hepatico tomadas a los tiempos indicados en la figura.
El registro de oxigeno y la produccion de glucosa representados en
la figura, corresponden a un experimento tipo.
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adrenalectomia conlleva también una atenuacion de la respuesta

del tejido hepatico a estimulantes f adrenérgicos.

Estos resultados sugieren, pues, que es necesaria la
integridad de los receptores a y § en la membrana plasmatica para
que pueda producirse una respuesta completa a fenilefrina. Estos
resultados, no obstante, no permiten atribuir la inhibicién de la
respuesta adrenérgica, en higados de ratas adrenalectomizadas, a
una posible alteracion en la densidad de los adrenorreceptores,

inducida por la ausencia de esteroides adrenales.
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7.- EFECTO DE LA SUSTITUCION DE CLORURO DE SODIO
POR CLORURO DE COLINA, EN EL MEDIO DE
PERFUSION, SOBRE LA RESPUESTA HEPATICA A
FENILEFRINA.

En 1la respuesta hepitica a fenilefrina destacan un
incremento en la tasa de respiracién, que se acompafia por una
acidificacién del medio extracelular. Esta acidificacién del medio
extracelular podria deberse a una mayor produccién de lactato
junto con una activacién del intercambiador Na*/H*. Puesto que los
animales adrenalectomizados presentan una disminucién en la
respuesta respiratoria acompanada de una menor acidificacién del
medio extracelular, y no se aprecian cambios en la tasa de
produccion de lactato, en higados de ratas mantenidas en ayuno
(Fig. 45), podria pensarse que los cambios en el pH del efluente
hepatico, serian debidos a diferencias en la actividad del
intercambiador Na*/H*. Por esta razon, decidimos explorar que
papel juega el contenido de Na* en la respuesta hepatica a
fenilefrina. Para ello, sustituimos en el medio de perfusion el
cloruro de sodio por cloruro de colina, manteniendo la
miliosmolaridad del medio. En la figura 53 puede apreciarse que la
ausencia de sodio produce una abolicién de la respuesta
respiratoria, de la acidificacion del medio extracelular y del
aumento en la produccion de glucosa, inducidos por fenilefrina.
Estos resultados sugieren la importancia del mantenimiento de la
composicién idnica del medio extracelular para la expresion de los
efectos inducidos por fenilefrina, asi como que la regulacién de los
flujos de Na* a través de la membrana plasmatica es esencial para

la accidon de este agonista.
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FIGURA 53
EFECTO DE LA SUSTITUCION DE CLORURO DE SODIO POR CLORURO
DE COLINA, EN EL MEDIO DE PERFUSION, SOBRE LA RESPUESTA
HEPATICA A FENILEFRINA.
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Higados de ratas controles y adrenalectomizadas, sometidas a
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampén Krebs-
Ringer pH 7,4 o con un tampdén isoosmético en el que se sustituyd
el cloruro de sodio por una concentraciéon equimolecular de cloruro
de colina. Alcanzada una tasa basal estacionaria de respiracidn, se
administré fenilefrina 1uM. Los registros de consumo de oxigeno y
pH corresponde a experimentos representativos de cada situacion.
Los resultados de la producciéon de glucosa son valores promedio
de, al menos 3 experimentos.
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8.- ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA C EN ANIMALES
ADRENOPRIVOS.

Como se ha recogido en la Introduccion de este trabajo, la
implicacién de proteina quinasa C en la respuesta adrenérgica en
el tejido hepatico estd bien documentada. Por ello, consideramos
de interés estudiar la posibilidad de que la alteracién de la
respuesta a fenilefrina, observada en higados de ratas
adrenalectomizadas pudiera deberse a una alteraciéon en la

actividad de esta proteina.

La tabla XIV muestra el efecto de fenilefrina sobre la
actividad de proteina quinasa C en la fraccion citosolica y de
membranas de higados de ratas controles y adrenalectomizadas.
En la mayor parte de los tejidos estudiados, la activacion de este
enzima implica la translocacién de la proteina hacia la membrana
plasmatica (Kraft y col., 1983; Berridge, 1987; Exton, 1988;
Piccoletti y col., 1990; Trilivas y col., 1991). Puede observarse, en
primer lugar, que la adrenalectomia no altera la actividad basal
total de proteina quinasa C (citos6lica+membrana); sin embargo,
produce una alteracién en la proprocion relativa de la actividad de
la quinasa en ambas fracciones. En los higados de ratas controles,
en ausencia de fenilefrina, la actividad citosélica representa el 58%
del total, mientras que disminuye hasta un 43% tras la
adrenalectomia. La distribucion de la actividad basal de PKC en el
tejido hepatico contrasta con la encontrada en otros tipos celulares,
en los que se ha descrito que la actividad basal de PKC es

mayoritariamente citosélica (Kaku y col.,, 1991). La administracion
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TABLA XIV

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA ACTIVIDAD DE
PROTEINA QUINASA C.

TIEMPO DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DE FENILEFRINA (min)

GRUPO 0 2

ACTIVIDAD DE PROTEINA QUINASA C
(pmol ATP/mg proteina x min)

FRACCION CONTROL 127 86
CITOSOLICA ADRENALECTOMIA 104 117
FRACCION DE CONTROL 89 126
MEMBRANAS ADRENALECTOMIA 135 91

La actividad de proteina quinasa C, en higados de ratas controles
y adrenalectomizadas, alimentadas ad [libitum fue determinada segun
se describe en Métodos. A tiempo cero se tomé una biopsia ligando el
I6bulo hepatico correspondiente para prevenir hemorragias.
Inmediatamente después fueron administrados 0,03mg de fenilefrina
en la vena porta y dos minutos después fue tomada la segunda biopsia
hepatica. Los resultados son la media de 2 experimentos en los que la
actividad de proteina quinasa C en la fraccion soluble y de membranas
fue determinada por triplicado.



de fenilefrina produjo una estimulacidon superior al 40% de la
actividad de proteina quinasa C de membranas en higados de ratas
controles. Por el contrario, en higados de ratas adrenalectomizadas
se observa una disminucién en dicha actividad en la fraccién de

membranas en iguales condiciones.

9.- RESPUESTA METABOLICA A  VASOPRESINA Y
ANGIOTENSINA 1I EN HIGADOS DE ANIMALES
ADRENOPRIVOS.

La figura 54 muestra los efectos de la administracion de
angiotensina II y vasopresina sobre glucogenolisis en higados
perfundidos de ratas controles y adrenalectomizadas. La
administracion de angiotensina II o de vasopresina produce un
aumento considerable en la tasa de liberacion de glucosa, que
alcanza un maximo entre | y 3 minutos después de su
administracion, para luego disminuir progresivamente. Puede
observarse que la adrenalectomia produce también una
disminucién apreciable en la respuesta glucogenolitica de estas
hormonas peptidicas. Angiotensina Il y vasopresina comparten
con fenilefrina efectores intracelulares. Por tanto, y a menos que
se postulara una disminucién en el nimero de receptores para
estas hormonas, inducida por la adrenalectomia, parece légico
concluir que la atenuacion de la respuesta metabdlica a fenilefrina,
observada en higados de ratas adrenalectomizadas no se debe a la
disminucién en el numero de receptores o-adrenérgicos sino que
reside en la cascada proteinas-G-->fosfolipasa-C-->hidrdlisis de

fosfoinositidos-->proteina quinasa C.
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FIGURA 54
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA
METABOLICA A ANGIOTENSINA II Y VASOPRESINA EN HIGADOS
DE RATAS ALIMENTADAS AD LIBITUM.
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Higados de ratas alimentadas ad [libitum, sometidas a una
operaciéon simulada o adrenalectomizadas fueron perfundidos con
tamp6én Krebs-Ringer pH 7,4, segin se describe en Métodos.
Después de que se alcanzara una tasa basal estacionaria de
respiracién, se administr6 angiotensina Il o vasopresina a las
concentraciones indicadas en la figura. La determinacion de los
distintos metabolitos se realizé en alicuotas, del efluente hepético,
tomadas a los tiempos indicados en la figura. Los resultados de las
distintas tasas metabdlicas son valores promedio de al menos dos
experimentos.
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1.- METABOLISMO HEPATICO DE ACIDOS GRASOS EN
ANIMALES ADRENOPRIVOS.

La insuficiencia suprarrenal conlleva una disminucién en los
niveles circulantes de acidos grasos (Gauthier y col.,, 1986). En
nuestras condiciones experimentales, el contenido de acidos grasos
libres en plasma disminuyé en, aproximadamente, un 30% a los
cuatro dias de haberse practicado la adrenalectomia bilateral
(Tabla III). Consecuentemente con el hecho de que la oxidacién de
acidos grasos es proporcional a su concentracion plasmatica (Soler-
Argilaga y col.,, 1974), y junto con el hecho de que Ila
adrenalectomia no afecta a la actividad de la carnitina
palmitoiltransferasa (CPT-I), (Saggerson y Carpenter, 1981), la tasa
de respiraciéon hepatica, en ausencia de substratos, disminuyé en
aproximadamente la misma proporcion en higados de ratas
adrenoprivas (Fig. 9). Estos resultados sugieren que la
adrenalectomia disminuye la tasa de movilizacién de acidos grasos

y no los mecanismos implicados en su oxidacién.

Cuando se administra un 4acido graso exdégeno, como
octanoato, tanto a higados aislados de ratas sometidas a una
operacion simulada y a higados de ratas adrenalectomizadas, no se
observaron diferencias significativas en las tasas de consumo de
oxigeno y de producciéon de cuerpos ceténicos. Esto ocurre tanto si
el octanoato es administrado en ausencia de otros substratos (Figs.
8 y 9) como en presencia de un precursor gluconeogénico (Figs. 24
y 26). Por otra parte, el conocido efecto anticetogénico de lactato

(Fig. 27) se produce en ambos tipos de ratas. Por tanto, parece
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légico concluir que, en nuestras condiciones experimentales, la
adrenalectomia no parece perturbar la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales responsables de la oxidacién de

acidos grasos.

2.- GLUCONEOGENESIS A PARTIR DE LACTATO O DE
PIRUVATO EN HIGADOS DE ANIMALES
ADRENOPRIVOS.

Los resultados de las figuras 4 y 5 muestran que Ila
adrenalectomia no perturba la tasa de gluconeogénesis hepatica a
partir de concentraciones progresivamente crecientes de lactato o
de piruvato. Estos resultados contrastan con trabajos previos que
describen una menor tasa de gluconeogénesis en higados de ratas
adrenalectomizadas, (Exton y col., 1972, 1973, 1976; Friedmann y
col., 1967). La causa de esta discrepancia podria estar en la
utilizacion de distintos modelos experimentales o en la forma de
administrar los precursores gluconeogénicos. Asi, por ejemplo,
hemos podido observar una inhibicion de la velocidad de
produccion de glucosa a partir de lactato en higados de ratas
adrenoprivas cuando los higados son perfundidos con una
concentracion estacionaria de substrato (Fig. 26). Esta variabilidad
pudiera ser debida al hecho de que la obtencion de una tasa
estacionaria de producciéon de glucosa a partir de una determinada
concentracién de substrato es funcién del tiempo. Resultados
similares se obtuvieron en nuestro laboratorio, estudiando la
dependencia de la tasa basal de gluconeogénesis de la presencia de

Ca?* extracelular (Gonzéalez-Manchén y col., 1990).
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3.- INTERACCION GLUCOCORTICOIDES-ACIDOS GRASOS EN
LA REGULACION DE GLUCONEOGENESIS.

La adrenalectomia impide o disminuye la estimulacién de la
"vmax" del proceso de gluconeogénesis hepitica dependiendo de la

naturaleza del precursor gluconeogénico.

La administracion de octanoato a higados aislados de ratas
sometidas a una operacién simulada (Fig. 12, panel izquierdo)
produjo efectos similares a los descritos previamente en higados
de ratas controles (Gonzalez-Manchén y col., 1989). En primer
lugar, la administracién de octanoato puede inhibir o estimular la
tasa de gluconeogénesis dependiendo de la concentraciéon de
substrato disponible. Esta observaciéon puede explicar 1la
discrepancia de los trabajos que describen tanto estimulacién de
gluconeogénesis (Johnson y col., 1972; Williamson y col., 1966;
Siess y Wieland 1975) como inhibicién de la produccion de glucosa
inducida por acidos grasos (Jomain-Baun y Hauson, 1975; Zablucki
y col., 1983; Wolfe y Shaw, 1984). Por otra parte, la interacciéon de
octanoato con la ruta gluconeogénica da lugar a dos fendmenos
bien diferenciados: un aumento de la velocida maxima del proceso,
que es inversamente proporcional a la concentracion del é&cido
graso, y un desplazamiento de las curvas de saturacion hacia la
derecha, que probablemente refleja cambios de afinidad por el
substrato a nivel de la primera etapa reguladora de la via, es decir,

el transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial.
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La administracion de concentraciones de octanoato por
encima de 0,1 mM, a higados de ratas sometidas a una operacion
simulada da lugar a una disminucién de la produccién de piruvato
a partir de lactato (Fig. 20, panel izquierdo) que puede llegar a ser
del 80% cuando se utiliza una concentracion de octanoato de 0,5
mM. Dado que estos valores son un reflejo aproximado de los
niveles intracelulares de piruvato y que, como se puede apreciar
en la figura 15, las concentraciones de este substrato se
encuentran dentro de los limites en los que su entrada a la
mitocondria se supone limitante (Halestrap, 1978 a, b; Patel y col.,
1984; Martin-Requero y col., 1986), el hecho de que se siga
observando un aumento de la velocidad maxima de produccion de
glucosa con una concentracion de piruvato mucho menor sélo
puede explicarse si el transporte de piruvato a través de la

membrana mitocondrial ha sido activado.

En presencia de concentraciones de octanoato capaces de
aumentar considerablemente el estado de reducciéon del sistema
NAD? citos6lico (Fig. 22, panel izquierdo), la etapa que controla el
flujo gluconeogénico pudiera ser la catalizada por el enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, ya que la concentracidn
citosolica de oxalacetato (=10 uM) estd dentro del rango de la Ky
de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa para este intermediario, y
que un aumento del estado de reduccion, inducido por la oxidacion
de acidos grasos, daria lugar a una disminucién en los niveles

estacionarios de oxalacetato en el citosol.
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La administracion de concentraciones crecientes de octanoato
a higados de ratas adrenalectomizadas (Fig. 12, panel derecho)
permite disociar dos aspectos caracteristicos del efecto del acido
graso sobre la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato. En
primer lugar, la adrenalectomia impide el incremento de la
velocidad maxima de produccidén de glucosa, inducido por
octanoato, aunque se sigue observando una relacién inversa entre
"Vmax" y concentracién del 4cido graso. En segundo lugar, el
caracteristico desplazamiento de la curva de saturacién en funcién
de la concentracion de octanoato se observa también en higados de

ratas adrenalectomizadas.

El tratamiento in vivo de ratas adrenalectomizadas con un
glucocorticoide de sintesis como prednisolona (Fig. 13), pero no con
mineralocorticoides (resultados no mostrados) restaurd
parcialmente la capacidad del octanoato para estimular Ila

produccion de glucosa.

Nuestros resultados sugieren que los cambios cinéticos,
inducidos por octanoato, responden a un mecanismo independiente
de la presencia o no de glucocorticoides; sin embargo, en
consonancia con su papel permisivo en la accién gluconeogénica de
algunas hormonas (Friedmann y col., 1967; Exton y col.,, 1972), los
glucocorticoides serian un requerimiento esencial para
incrementar la capacidad maxima de la ruta gluconeogénica en
respuesta a Aacidos grasos, sobre todo a partir de substratos mas

reducidos que la glucosa.
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No existen apenas en la literatura evidencias acerca de la
implicaciéon de los glucocorticoides en la regulaciéon de
gluconeogénesis por agentes no hormonales. Shackleford vy
col.,(1986) describieron que la disminucién de gluconeogénesis que
produce la endotoxina y por ende, la incapacidad de los sujetos
afectados por salmonelosis de mantener niveles adecuados de
glucosa en sangre, es consecuencia de la inhibicién de la induccién
de ciertos enzimas hepaticos por glucocorticoides, entre ellos
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. En relacién a la interaccion
glucocorticoides-acidos grasos, el dnico precedente es un trabajo
de nuestro laboratorio (Ayuso y col., 1986) que describia que,
mientras la administracién de octanoato in vivo a ratas
alimentadas ad libitum estimulaba la incorporaciéon de 14C-Alanina
en glucosa, la adrenalectomia impedia este efecto. Nuestros
resultados demuestran, de forma inequivoca que la presencia de
glucocorticoides en imprescindible para que se produzca una
estimulacion del flujo gluconeogénico a partir de lactato en
respuesta a la oxidacién de acidos grasos. Cuando se utiliza como
precursor gluconeogénico un substrato més oxidado que la glucosa,
como es piruvato, la adrenalectomia no impide la respuesta
hepatica a octanoato incrementando la velocidad maxima de
produccion de glucosa (Fig. 29). Tanto en higados de ratas
controles como adrenalectomizadas, el efecto de octanoato sobre la
velocidad de produccion de glucosa se aprecia a concentraciones de
substrato por encima de 0,3 mM, es decir cuando el transporte de
este metabolito a través de la membrana mitocondrial deja de ser

limitante para su posterior metabolismo.
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El efecto diferencial de octanoato sobre la velocidad de
gluconeogénesis a partir de piruvato o de lactato en animales
adrenoprivos podria ser explicado por la ausencia de estimulacion
del transportador mitocondrial de piruvato inducida por octanoato.
El efecto de la oxidacién de acidos grasos sobre el transporte
mitocondrial de piruvato estd bien documentado (Scholz y col.,
1978; Dennis y col., 1978; Patel y col.,, 1984; Demaugre y col.,
1984). Una posible disminuciéon en la velocidad de transporte de
piruvato a través de la membrana mitocondrial afectaria
fundamentalmente a la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato,
ya que en estas condiciones, la baja disponibilidad de piruvato
hace que su transporte a través de la membrana mitocondrial sea
la etapa limitante de gluconeogénesis (Martin-Requero y col., 1986
b), sin embargo nuestros resultados no apoyan esta idea. Los datos
de la figura 15, muestran que en higados de ratas
adrenalectomizadas, de forma similar a lo que ocurre en los
higados de ratas controles, a medida que aumenta la concentracion
de octanoato, menor es la concentracion de piruvato que se
requiere para alcanzar la mitad de la velocidad méaxima de
produccién de glucosa, lo cual sugiere una estimulacion del
transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial, en
estas condiciones. Por otra parte, en los experimentos realizados
con mezclas de lactato y piruvato (Figs. 37 y 40), el octanoato es
capaz de estimular la tasa de gluconeogénesis, en higados de ratas
adrenalectomizadas, aunque la concentracion de piruvato sea aidn

limitante para su transporte (Fig. 41). Por tanto, podemos concluir
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que no hay evidencias de que la extirpacion de las glandulas
suprarrenales impida el efecto estimulador de octanoato sobre el

transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial.

La tasa de oxidacién de octanoato, tanto en higados de ratas
controles como adrenalectomizadas, no se ve afectada por la
naturaleza del precursor gluconeogénico. Por tanto, también hay
que excluir una desigual activaciéon del enzima piruvato
carboxilasa por su actiavador alostérico, acetil-CoA (Utter y
Scrutton, 1969; Scrutton y Grilliths, 1981), en el caso de que se

utilice lactato o piruvato como precursor gluconeogénico.

El distinto comportamiento de octanoato sobre la velocidad
de gluconeogénesis, en higados de ratas adrenalectomizadas, segin
se utilice un precursor mas oxidado o mas reducido que la glucosa
podria estar relacionado con la distinta forma en que el oxalacetato
generado dentro de la mitocondria es transportado al citosol. La
produccion de glucosa a partir de lactato, conlleva el transporte de
oxalacetato como aspartato (Krebs y col., 1967) mientras que en la
gluconeogénesis a partir de piruvato, la salida de esqueletos
carbonados ocurre como malato (Williamson y col., 1969). Por
tanto, cabria pensar en la posibilidad de que la adrenalectomia
pudiera perturbar el flujo a través de aspartato aminotransferasa
o afectara directamente al transporte de aspartato a través de la
membrana mitocondrial. Adicionalmente, hay que considerar que
el aumento en el estado redox citosélico (Fig. 22), de mayor

intensidad que el que se produce en los higados de ratas controles
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tras la oxidacién de octanoato podria disminuir adn més la
disponibilidad de oxalacetato en el citosol y limitar el flujo a través
de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, un enzima que, por otra

parte, es inducido por glucocorticoides (Gunn y col., 1975).

Por dltimo, hay que considerar la posibilidad de que, en
higados de ratas adrenalectomizadas, pudiera estar limitada 1la
generacidon de energia que hiciera posible un estimulo del flujo
gluconeogénico en condiciones en que la disponibilidad de
substrato es baja. El hecho de que la adrenalectomia no impida el
efecto estimulador de octanoato sobre la tasa de producciéon de
glucosa cuando aumenta la disponibilidad de piruvato, condiciones
en las que se produce un aumento en el flujo a través de piruvato
carboxilasa con la consiguiente elevacion de los niveles de
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos apoya esta

posibilidad.

La estimaciéon del flujo a través del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos en higados de ratas controles y adrenalectomizadas
(Tablas XI y XII) muestra que, en higados de ratas controles, la
administracién de lactato, octanoato o una mezcla de ambos
substratos produce un aumento del flujo a través del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, (Tabla I[IX). En higados de ratas
adrenalectomizadas, la administracion conjunta de octanoato vy
lactato resulta en un 13% de inhibicion del flujo a través del ciclo

de los acidos tricarboxilicos. En estas condiciones, el octanoato no



es capaz de aumentar la tasa de produccidon de glucosa a partir de

lactato.

En todos los experimentos llevados a cabo en higados de
ratas adrenalectomizadas, hemos observado sistematicamente un
mayor estado de reduccidon del sistema NAD™* (Figs. 23, 36 y 39).
Puesto que la relacion NADH/NAD™ es un importante modulador de
la actividad del ciclo (Williamson y Cooper, 1980; Hansford, 1980),
ésta pudiera ser la causa de la inhibicidon del flujo a través del ciclo
de los 4acidos tricarboxilicos, observada en higados de ratas
adrenalectomizadas, perfundidos en presencia de lactato y

octanoato.
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4.- ESTADO REDOX DEL SISTEMA NAD* HEPATICO EN
ANIMALES ADRENOPRIVOS.

Es un hecho conocido que, en condiciones normales, existe un
gradiente de potencial de oxido-reduccién entre el citosol y la
mitocondria, mas negativo en el interior de la mitocondria que en
el citosol (Williamson y col.,, 1967) y cuya preservacion es
indispensable para el mantenimiento de la funcién celular. El
hecho de que la membrana mitocondrial sea impermeable a los
nucledtidos de nicotinamida hace que el transporte de
equivalentes de reduccién tenga que realizarse a través de
aniones, substratos de deshidrogenasas en ambos compartimentos
(Crane y Low, 1976), lo que frecuentemente origina una
redistribucion de metabolitos cuando la célula se ve sometida a
determinados estimulos (Parrilla y col., 1976). Existen numerosos
trabajos en la literatura que describen cémo perturbaciones en el
estado redox del sistema NAD* van asociados con alteraciones en la
tasa de gluconeogénesis (Hohorst y col., 1961; Wieland y Loffler,
1963; Parrilla, 1978 a). Sin embargo, el papel de los cambios en el
estado redox del sistema NAD?' citosdlico, en el control de
gluconeogénesis, ha sido objeto de controversia durante anos
(Hohorst y col., 1961; Wieland y Loffer, 1963; Hawkins y col., 1973
y Parrilla, 1978 a), debido fundamentalmente al hecho de que el
enzima gliceraldehido deshidrogenasa parece mantener la
concentracion de sus reactantes préximos al equilibrio
(Greembaum y col., 1971). Mas recientemente distintos autores,

Sugano (1980), y Sistare y col.,(1985), han vuelto a poner de
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actualidad esta cuestién al demostrar que el potencial de O6xido-
reduccién citosdlico juega un papel importante en la respuesta
gluconeogénica del higado a hormonas como el glucagén vy

angiotensina II.

El estudio de la influencia de cambios en el estado redox del
sistema NAD™ citosélico sobre la tasa de gluconeogénesis en
higados de ratas controles y adrenalectomizadas (Fig. 32) muestra
como en higados de ratas controles un aumento pequeiio en el
cociente lactato/piruvato es capaz de producir una estimulacién
considerable de la tasa de gluconeogénesis. Estos resultados estan
de acuerdo con los descritos por otros autores (Sugano y col., 1980)
quienes pudieron demostrar que la tasa de gluconeogénesis a
partir de lactato, disminuia progresivamente a medida que se
anadian cantidades crecientes de piruvato al medio de perfusion.
En higados de ratas adrenalectomizadas, por el contrario, cambios
en la relacion lactato/piruvato desde 2 hasta 20, no produjeron
ninguna alteraciéon en la tasa de gluconeogénesis. El andlisis de la
influencia del estado redox en la efectividad de octanoato para
estimular la tasa de gluconeogénesis revela también un
comportamiento distinto de los higados de ratas controles vy
adrenalectomizadas (Fig. 33). En los controles, la maxima
estimulacion de gluconeogénesis, inducida por octanoato, se
obtiene con la mezcla de substratos que porporciona un estado
redox mdas oxidado. Por encima de un valor del cociente
lactato/piruvato de 2, la estimulacién de gluconeogénesis se

mantiene constante y no parece depender de cambios en el estado
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de reduccion del sistema NAD™, al menos dentro de los margenes
estudiados. En estas condiciones, la administracion de octanoato
produjo un aumento del cociente lactato/piruvato de igual
intensidad independientemente de la proporcion de lactato y
piruvato en el medio de perfusion (Fig. 34). En los animales
adrenalectomizados, la situaciéon es bien diferente (Fig. 33), la
eficacia de octanoato estimulando la tasa de gluconeogénesis
disminuye considerablemente a partir de un valor del cociente
lactato/piruvato superior a 10, ello explicaria la incapacidad
absoluta del acido graso para estimular la velocidad de produccién
de glucosa cuando se utiliza lactato como Wnico precursor
gluconeogénico. En estas condiciones, el cambio en la relacién
lactato/piruvato en el efluente hepético, inducido por octanoato,
aumenté de forma lineal, a medida que se incrementaba el valor
de este cociente en el medio de perfusion del tejido hepatico (Fig.
34). Resultados similares se observaron cuando se aumentd, de
forma lineal, la relacidon lactato/piruvato, manteniendo constante
la concentracién de piruvato en el medio de perfusion (Fig. 36).
Estos resultados sugieren la existencia de una relacién inversa
entre el estado de reduccion del sistema NAD* citosdlico y la
capacidad del acido graso para estimular el flujo gluconeogénico en
higados de ratas adrenalectomizadas. El mantenimiento del estado
de reduccion del sistema NAD?* citosélico, dentro de ciertos limites,
parece ser esencial para permitir el efecto de los acidos grasos

estimulando la capacidad maxima de la ruta gluconeogénica.
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Aparentemente, los higados de ratas adrenalectomizadas
poseen una menor capacidad para reoxidar el exceso de oferta de
equivalentes de reducciéon al citosol, que ocurre durante la
oxidacion de acidos grasos. Las causas del mayor estado de
reduccion del sistema NAD?' citosélico, inducido por la
adrenalectomia, no se conocen. Nosotros no hemos encontrado
diferencias significativas en la actividad de lactato deshidrogenasa
en higados de ratas controles y adrenalectomizadas. En efecto, la
actividad de lactato deshidrogenasa, en la direccién de formacién
de lactato fue de 1,16 + 0,1 y 1,03 + 0,02 pmoles/min x mg de
proteina en los controles y adrenalectomizadas respectivamente. El
estudio de la influencia de la adrenalectomia sobre la actividad de
las distintas lanzaderas que intervienen en la transferencia de
electrones entre el citosol y la mitocondria aportaria
probablemente, alguna luz a esta cuestion. Finalmente, hay que
considerar la posibilidad de que las diferencias en el estado de
reducciéon del sistema NAD?' sean consecuencia de cambios en el pH

intracelular secundarios a perturbaciones en el equilibrio idnico.
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S.- METABOLISMO ENERGETICO EN HIGADOS DE
ANIMALES ADRENOPRIVOS.

La utilizacion de higados perfundidos de ratas
adrenalectomizadas ofrece un modelo experimental interesante
para estudiar ciertos aspectos relacionados con la estimulaciéon del
metabolismo energético y gluconeogénesis. La estimulacién de
gluconeogénesis por 4acidos grasos depende de su oxidacidén
mitocondrial (Ruderman y col., 1974; Tutwiler y Dellevigne, 1979).
Como se ha discutido previamente, la adrenalectomia no perturba
la oxidacién de octanoato, sin embargo impide la estimulacion de
produccién de glucosa a partir de lactato. Por otra parte, tanto en
higados de ratas controles como adrenalectomizadas, se observa
una relacidén reciproca entre la capacidad del acido graso para
incrementar el consumo de oxigeno y la velocidad maxima de
produccién de glucosa. Estos resultados confirman la idea de que la
oxidacion de acidos grasos no soporta el coste energético de la

producciéon de glucosa (Gonzadlez-Manchén y col., 1989).

La energia generada de la oxidacién de acidos grasos se
invierte fundamentalmente en incrementar la formaciéon de
cuerpos cetonicos (Tablas VI y VII) independientemente de si se
estimula o no el flujo gluconeogénico. Existe un gran ndmero de
trabajos en la literatura dedicados al estudio de los factores que
determinan la regulacion de la formaciéon de cuerpos ceténicos en
higado. Segin algunos autores (Siess y col., 1984), la tasa de
cetogénesis vendria determinada por los niveles de oxalacetato.

Una disminucién en los niveles de este metabolito como
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consecuencia de una menor sintesis o por una mayor utilizacién
cuando se incrementa el flujo gluconeogénico daria lugar a un
incremento en la tasa de formacién de cuerpos cetdonicos. Nuestros
resultados muestran, sin embargo, que la tasa de cetogénesis
parece ser independiente de los niveles estacionarios de
oxalacetato. En efecto, la tasa de produccion de cuerpos ceténicos
es i1déntica en higados de ratas controles y adrenalectomizadas
tanto en ausencia como en presencia de lactato (Figs. 10 y 27). Por
otra parte, nuestros resultados tampoco apoyan la idea de que la
velocidad de cetogénesis sea controlada por el potencial de
fosforilacion (Wilson y col., 1974; Erecinska y col., 1977) puesto
que no se observaron diferencias en la tasa de cetogénesis en
situaciones en las que las demandas de ATP del tejido hepatico son

claramente distintas (Tablas VI y VII).

Nuestros resultados apoyan trabajos previos (Berry col.,
1983) que indican que la oxidacion de 4acidos grasos hasta acetil-
CoA y formacion de cuerpos ceténicos no depende del potencial de
fosforilacion. Estos autores pudieron demostrar, estudiando el
efecto de varios inhibidores de la cadena respiratoria en el
catabolismo de 4cidos grasos, la distinta sensibilidad de los
procesos de generacion de acetil-CoA y su utilizacién para la
sintesis de cuerpos ceténicos y la oxidacion de acetil-CoA en el
ciclo de los &cidos tricarboxilicos, mientras el primero no se veia
afectado por variaciones significativas en los niveles de ATP, el
segundo era fuertemente inhibido. En nuestras condiciones

experimentales, también pudimos observar una disociacién de los
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dos procesos del catabolismo de acidos grasos. El analisis
comparativo de los procesos involucrados en la utilizaciéon de
oxigeno en higados de ratas controles y adrenalectomizadas,
perfundidos con lactato y octanoato (Tablas XI y XII) permite
comprobar que en higados de ratas adrenoprivas, se produce una
inhibicion del flujo a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
mientras que la formacién de cuerpos ceténicos no se ve
significativamente alterada respecto a los higados de ratas
controles. En estas condiciones, y a pesar de que no disminuye la
produccién total de energia, no se produce la estimulacion de
gluconeogénesis por octanoato. Estos resultados apoyan, pues, la
idea de que es la energia derivada de un incremento del flujo a
través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos la que estd soportando

el coste energético de la produccion de glucosa.

El significado fisiolégico del aparente dispendio de la energia
derivada de la oxidaci6on de acidos grasos en la formacién de
cuerpos cetonicos, junto con la incapacidad de los 4cidos grasos
para elevar el potencial de fosforilacion (Brock y col., 1980;
Akerboom y col.,1978), no se conoce. Algunos autores (Berry y col.,
1983) han sugerido un posible »papel calorigénico de los acidos
grasos en higado, a semejanza de lo que ocurre en el tejido adiposo
marréon. De acuerdo con esta idea estd la observacion de que la
tasa de cetogénesis estd incrementada en ratas aclimatadas al frio
(Maekubo y col., 1977). El hecho de que el proceso de cetogénesis
proceda independientemente de las demandas de energia, se ha

interpretado en el sentido de que puede constituir un mecanismo
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para la rapida transformacién de 4cidos grasos en compuestos

solubles que puedan ser utilizados por otros tejidos.

En resumen, nuestros resultados muestran que el incremento
de respiraciéon, inducido por 4cidos grasos no soporta el coste
energético de la sintesis de glucosa, sino que, fundamentalmente,
la energia derivada de su oxidacién se utiliza para incrementar la
formacién de cuerpos cetdnicos. Otros procesos dependientes de
energia como el mantenimiento de un estado redox mitocondrial
mas reducido (Berry 1980) o la utilizacién de ATP debida a la
activacién de la ATPasa NA*-K* de la membrana plasmatica
(Plomp y «col,, 1983) y el incremento en el gradiente
electroquimico de protones a través de la membrana interna
mitocondrial (Nobes y col., 1990) podrian contribuir también al

incremento de respiracién inducido por octanoato.
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6.- RESPUESTA HEPATICA A ESTIMULANTES
a-ADRENERGICOS, DE HIGADOS DE ANIMALES

ADRENOPRIVOS.

La administraciéon de fenilefrina produce, en el tejido
hepatico, una variedad de efectos cuyo significado ain no se
conoce con precision. Particularmente, la relacién existente entre
las acciones hemodinamica e ionotrépica y los efectos metabdlicos
dista mucho de estar aclarada. La adrenalectomia tiene como
consecuencia una atenuaciéon de la mayoria de los efectos
inducidos por fenilefrina en el tejido hepatico. La accién permisiva
de los glucocorticoides en algunos efectos de catecolaminas como la
estimulacion de glucogenolisis y gluconeogénesis ha sido descrita
previamente (Exton y col.,, 1972); no obstante, que sepamos, no se
habia estudiado de forma sistematica la influencia de la
adrenalectomia en wuna serie de parametros sensibles a la

estimulaciéon adrenérgica.

La caracterizacion de la respuesta a fenilefrina en higados de
ratas adrenalectomizadas ha permitido en primer lugar apreciar
una disminucidén en los efectos de fenilefrina sobre glucogenolisis,
glucolisis, gluconeogénesis y respiracidon hepética, asi como una
atenuacion de la respuesta ionotropica en ausencia de cambios en
el efecto vasopresor de fenilefrina (Figs. 42 y 43). De forma similar
también se ha observado una disociacion entre los efectos
metabolicos y hemodindmicos que produce la estimulacion

eléctrica periportal en higados perfundidos en presencia de un
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vasodilatador como el nitroprisido sédico (Haiissinger y col.,

1987).

El estrés quirirgico no altera la respuesta hepatica a
estimulantes adrenérgicos. Los resultados obtenidos en higados de
ratas sometidas a una operacion simulada estin de acuerdo con
resultados previos de nuestro laboratorio (Gonzilez-Manchén vy
col., 1988 b) asi como de otros autores (Jakob y Diem, 1975;
Haiissinger y col., 1987) que estudiaron aspectos parciales de la
respuesta adrenérgica. La administraciéon de fenilefrina a higados
aislados y perfundidos provoca una serie de respuestas de
naturaleza bifasica, con una primera fase de instauracion rapida y
de corta duracién y una fase sostenida que perdura mientras se
mantenga el agonista en el medio de perfusion. La ausencia de
esteroides suprarrenales altera la intensidad de las dos fases de la
respuesta. La 1? fase se caracteriza por un aumento en el consumo
de oxigeno y en la produccidon de glucosa que va acompaiiada por
una captacion de K* y una liberacion de H* y Ca2* al medio
extracelular. Esta primera fase es independiente del estado de
nutricion y de la presencia de substratos oxidables. En la 2? fase se
observa un aumento sostenido de respiracion y de producciéon de
glucosa tanto a partir de las reservas de glucdégeno como
sintetizada de novo a partir de precursores gluconeogénicos (Figs.
42 y 45). En esta fase disminuyen ligeramente los niveles de Ca2*
en el efluente hepatico, manteniéndose por encima de los valores
basales. Se produce una liberacion neta de K* al medio extracelular

que es cualitativamente distinta segin el estado de nutricion del
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animal (Figs. 43 y 46), y se mantiene la acidificacién del medio

extracelular.

Los efectos mas notorios de la insuficiencia suprarrenal en la
respuesta adrenérgica son los siguientes: 1) disminuciéon de la
estimulacién de respiracion inducidos por fenilefrina; 2) menor
estimulacion de glucogenolisis, glucolisis y gluconeogénesis; 3)
disminucion del eflujo de H*; 4) disminucién del influjo de K* en la
fase aguda de la respuesta ; 5) no se observan diferencias
significativas en la reépuesta presora portal y 6) disminucién del

eflujo de Ca2* inducidos por fenilefrina.

El eflujo incial de Ca?* ocurre inmediatamente después de la
llegada del agonista al higado y refleja, probablemente, la
movilizaciéon de un depésito intracelular de Ca2* (Blackmore y col.,
1982; Reinhart y col., 1982,1984). Simultidneamente se produce un
aumento en la concentracién del mensajero intracelular inositol
1,4,5 trisfosfato (Berrigde e Irvine, 1984; Williamson y col., 1985).
Al cabo de unos minutos, los niveles de Ca2* en el efluente
hepatico disminuyen hasta que se alcanza una nueva situacién
estacionaria que se mantiene mientras dura el aporte de
fenilefrina. Esta fase sostenida depende de la presencia de Ca2* en
el medio extracelular (Reinhart y col., 1984 a), lo cual sugiere que
se activa la entrada de este i6n. Al retirar la fenilefrina del medio
de perfusion, se restablecen los niveles basales de Ca2* (Figs. 43 y
46). Estos resultados estan de acuerdo con observaciones previas

que sugerian que los depésitos intracelulares de Ca2*, movilizados
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por los a-agonistas no son restituidos hasta que se retira el agente
adrenérgico (Blackmore y col., 1982; Reinhart y col., 1982, Joseph
y Williamson 1983). Aparentemente el aumento en los niveles de
IP3 seria la causa de que no puedan ser restituidos los depdsitos
intracelulares de Ca2* (Prentki y col.,, 1985). En resumen, la
estimulacién adrenérgica resulta en una salida neta de Ca2*, la cual
implica que la estimulacién de la tasa de eflujo de Ca2*, inducida
por fenilefrina excede al incremento en la tasa de entrada de calcio
desde el medio extracelular. Este efecto de fenilefrina aumentando
los niveles de Ca2* en el efluente hepitico, parece afectarse por la
ausencia de esteroides suprarrenales (Figs. 43 y 46), de acuerdo
con los resultados de Studer y Borle, 1984 y Borle y Studer, 1990,
que describian un efecto de la adrenalectomia disminuyendo la
tasa de eflujo de Ca2* y un aumento en la tasa de entrada de CaZ*

en hepatocitos aislados.

Coincidiendo con la fase aguda de salida de CaZ* al efluente
hepatico, se produce una captacion de K* de intensidad variable
dependiendo de las condiciones experimentales (Figs. 43 y 46), a la
que sigue una posterior liberacion de K*. Una redistribucion de K*
en respuesta a agentes adrenérgicos ha sido descrita por otros
autores en higado aislado y perfundido (Althaus-Salzman y col.,
1980; Haiissinger y col., 1987; Reinhart y col., 1984 a, b). Esta
captacion de K* podria estar mediada por una estimulacién
dependiente de Ca2* de la ATP-asa de Na*/K* de la membrana
plasmatica (Capiod y col., 1982). Puesto que también se ha descrito

una inhibiciéon por Ca2* de la ATP-asa Na*/K* (Sarkadi y Tosteson,
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1980) se ha propuesto la hipétesis de que la activacion de la
bomba Na*/K* por agentes movilizadores de Ca2* podria ser el
resultado del desplazamiento de un "pool” inhibidor de Ca2* en la
cara interna de la membrana plasmitica en el microambiente de la
bomba (Capiod y col.,, 1982). También Becker y Jacob, 1982,
postularon que la captacién inicial de K* inducida por fenilefrina
estaba mediada por la ATP-asa de Na*/K*, ya que este efecto de
fenilefrina era impedido en presencia de ouabaina. Sin embargo, y
puesto que la respuesta respiratoria y glucogenolitica no se veian
afectadas concluyeron que la activacion de la bomba Na*/K* no era

esencial para la transduccién del mensaje hormonal.

Nuestros resultados, obtenidos en higados de ratas
adrenalectomizadas, alimentadas ad [/ibitum, muestran que la
extirpacion de las glindulas suprarrenales induce una menor
captacion de K* seguida de una mayor liberacion de este i6n en la
fase sostenida de la respuesta. Estos resultados son compatibles
con una disminucién de la ATP-asa de Na*/K* de la membrana
plasmaética inducida por la adrenalectomia (Miner y col., 1980).
Estos autores mostraron una disminucién en la actividad de la
ATP-asa de Na*/K* en higados de ratas adrenalectomizadas. El
tratamiento con dosis sustitutivas de glucocorticoides, pero no de
mineralocorticoides revertia parcialmente la inhibicién. El efecto
de los glucocorticoides se ejerce sobre la "vpax" de la ATP-asa
N*/K* sin afectar a la Kp. Estos resultados sugieren la posibilidad
de una acciéon gendémica de los glucocorticoides activando la

expresion del gen de la ATP-asa de Na*/K*.
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Después de la captacion inicial de K%, tiene lugar una
liberaciéon de este ion al medio extracelular. Esta salida de K%
parece aumentar en los animales adrenoprivos (Fig. 43). La
liberacion de K* se ha atribuido a una estimulacién de canales de
K* secundaria a un aumento en la concentracion de Ca2* libre
citosélico. Puesto que se ha descrito que la adrenalectomia
disminuye el incremento en los niveles de Ca2* libre citosoélico,
inducidos por epinefrina en hepatocitos aislados (Freudenrich y
Borle, 1988) no parece razonable pensar en una mayor actividad
de los canales de K* en higados de ratas adrenalectomizadas. El
aumento aparente en la liberacién de potasio cuando disminuye la
captacion incial de este i6n refleja, probablemente, el hecho de que
normalmente los procesos de captacion y liberacion de K% se

solapan en el tiempo.

La fenilefrina produce wuna acidificacién del efluente
hepatico, que se mantiene mientras este presente el agonista. La
salida de HY pudiera estar causada por una estimulacién del
intercamabiador Na*/H* o por un incremento en la liberacién de
lactato al medio extracelular, ya que este metabolito es

cotransportado con un protén (Fafournoux y col., 1985).

La adrenalectomia disminuye notablemente el efecto de
fenilefrina estimulando la extrusion de protones al medio
extracelular, tanto en higados de ratas alimentadas (Fig. 43) como
en higados de ratas sometidas a un periodo de ayuno (Fig. 46).

Puesto que en esta dltima condiciébn no se observaron cambios
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apreciables en la tasa de producciéon de lactato en higados de ratas
adrenalectomizadas (Fig. 45), que puedieran dar cuenta de Ila
menor acidificacién del medio extracelular, inducida por
fenilefrina, parece 1d6gico concluir que la actividad del
intercambiador Na*/H* debe jugar un papel importante en la
transduccion del mensaje hormonal. Esta idea se apoya en los
resultados de la figura 53, que muestran cémo la eliminaciéon de
Na* del medio de perfusion impide los efectos de fenilefrina sobre
la liberacion de protones al efluente hepatico y sobre las tasas de
respiracion y de produccion de glucosa tanto en higados de ratas
controlesbcomo adrenalectomizadas. La eliminacion de Na%t del
medio de perfusion produce, sin embargo, wuna inhibicidn
importante de la tasa de respiracion enddégena que cuestiona la
integridad del o6rgano en estas condiciones. No obstante, estos
resultados son consistentes con observaciones recientes de nuestro
laboratorio que muestran que la inhibiciéon selectiva del
intercambiador Na*/H* por amilorida impide los efectos tanto
agudos como sostenidos, mediados por fenilefrina, sin afectar a

ningin parametro funcional en ausencia del agonista.

No se dispone de evidencias de wun efecto de Ila
adrenalectomia sobre la actividad y/o niveles del intercambiador
Nat/H* en el tejido hepatico, sin embargo se ha demostrado que
los glucocorticoides, pero no los mineralocorticoides, estimulan la
actividad del intercambiador Na*/H* tanto en vesiculas obtenidas
de membranas de los tibulos proximales de riidn como en células

intactas del mismo tejido (Kinsella y col., 1984; Bidet y col., 1987)
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en consonancia con el papel de los glucocorticoides sobre la
excrecion de acido en el animal intacto (Hulter y col.,, 1980, 1981).
La dexametasona activa la "vpax" del intercambiador (Freiberg y
col., 1982). Este efecto se impide en presencia de actimomicina D y
cicloheximida, indicando por tanto que se requiere la sintesis de
ARN y de proteinas. La acciéon de los glucocorticoides sobre la
actividad del intercambiador Na*/H* es compatible, por tanto, con

un aumento en el nimero de intercambiadores.

Los resultados de la tabla XIV muetran que Ila
adrenalectomia impide la activacién de proteina quinasa C. Dado
que la actividad del intercambiador Na*/H* es estimulada por
proteina quinas C en una variedad de tipos celulares (Moolenaar y
col., 1984; Frelin y col.,, 1988), cabe pensar que la disminucién
observada en la extrusion de protones, en respuesta a fenilefrina,
en higados de ratas adrenoprivas pudiera estar causada por la
menor actividad de proteina quinas C, sin que pueda excluirse un
efecto de la adrenalectomia sobre la induccidon de la sintesis de las

moléculas del intercambiador Na*t/H™-

El estudio sistematico de los efectos metabdlicos, ionotropicos
y presores de fenilefrina en higados de ratas controles vy
adrenalectomizadas nos permite postular la existencia de una serie
de acontecimientos desencadenados tras la unidén de fenilefrina a
sus receptores de membrana y cuya secuencia temporal podria ser
la siguiente: la activaciéon del intercambiador Na*/H* inducida por

fenilefrina, parece ser una de las etapas iniciales del proceso, la
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entrada de Na* en intercambio con H* hace que se pongan en
marcha los mecanismos necesarios para que los iones Nat puedan
ser transportados al exterior de la célula. En la fase aguda de la
respuesta la actividad de la ATP-asa Nat/K* puede contribuir al
eflujo de Na*, sin embargo, la dependencia de Ca2* de la fase
sostenida de la respuesta sugiere que la salida de Na' ocurre
fundamentalmente a través del intercambiador Na*/Ca2*. Los
iones Ca2* saldrian posteriormente de las células mediante la ATP-
asa de Ca2* de la membrana plasmitica. Los movimientos de iones
en contra del gradiente electroquimico, junto con la estimulacién
de procesos biosintéticos darian cuenta del incremento de
respiracién inducido por el agonista. La atenuacidon de la respuesta
adrenérgica en higados de ratas adrenoprivas parece ser el

resultado de una menor actividad del intercambiador Na*/HTY.

La disminucién en el nimero y/o afinidad de los receptores
aj-adrenérgicos, inducida por la adrenalectomia, no parece jugar
un papel relevante en la atenuacién de la respuesta hepatica a
fenilefrina, como han sugerido algunos autores (El-Refai y Chan,
1986). En primer lugar, la ocupacidon previa de receptores p-
adrenérgicos por isoproterenol disminuye la respuesta a
fenilefrina tanto en higados de ratas controles como
adrenalectomizadas (Fig. 52). Asimismo la respuesta a
isoproterenol también estda disminuida en higados de ratas
adrenalectomizadas. Por otra parte, la utilizaciéon de antagonistas
de tipo a y P produjo una abolicion de los efectos de fenilefrina

tanto en higados de ratas controles como adrenalectomizadas,
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sugiriendo que la diversidad de respuestas a fenilefrina es el
resultado de la interaccion simultinea del agonista con distintos
tipos de receptores. Estos resultados estin de acuerdo con
observaciones previas (Saz y col.,, 1989) que mostraban que la
fenilefrina es capaz de estimular la actividad hepatica de
fosforilasa ain en condiciones sobresaturantes de Ca2* cuando
presumiblemente la activacion oj-adrenérgica no conduciria a un

ulterior aumento en los niveles de CaZ2* libre citosélico.

Por dltimo, el hecho de que la adrenalectomia produzca
también una atenuacion de la respuesta hepitica a otros agentes
movilizadores de Ca2* como angiotensina II y vasopresina (Fig. 54)
sugiere que la ausencia de glucocorticoides afecta a nivel
postreceptor en uno o mas puntos de la secuencia: proteinas G-->

fosfolipasa C--> hidrdlisis de fosfoinositidos--> proteina quinasaC.

La incapacidad de la fenilefrina para estimular proteina
quinasa C en higados de ratas adrenalectomizadas (Tabla XIV)
podria deberse a wuna disminucién en la generacién de
diacilglicerol, inducida por el agonista. Borle y Studer, (1990)
observaron que la acumulaciéon de IP3 en respuesta a epinefrina,
en hepatocitos aislados disminuia en un 50% en hepatocitos
obtenidos de ratas adrenalectomizadas. La menor formacion de IP3
se acompafia de un incremento menor en la concentraciéon de CaZ*
libre citosélico (Freudenrich y Borle, 1988). Estos mismos autores
descartaron un defecto en la movilizacion intracelular de Ca2* en

hepatocitos de ratas adrenalectomizadas, ya que no encontraron
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diferencias significativas en la movilizacion de Ca2* de los
almacenamientos intracelulares, en respuesta a IP3, en hepatocitos,
permeabilizados con saponina, de ratas controles 'y

adrenalectomizadas.

7.- PAPEL DE LOS GLUCOCORTICOIDES EN LA
REGULACION DE GLUCONEOGENESIS POR
FENILEFRINA.

La adrenalectomia disminuye selectivamente la estimulacién
de gluconeogénesis a partir de piruvato, asi como el incremento de
respiracion inducidos por fenilefrina (Fig. 45). La fase aguda y
transiforia de la respuesta energética y metabdlica también se
encuentra afectada por la carencia de esteroides suprarrenales,
aunque sigue observidndose un incremento transitorio de
produccidon de glucosa y el caracteristico aumento, producido por

fenilefrina, en el estado de reduccion del sistema NADt citosélico.

El tratamiento in vivo con dosis sustitutivas de
glucocorticoides, pero no de aldosterona, a ratas
adrenalectomizadas permite la restauracion de la respuesta
respiratoria y gluconeogénica (Fig. 49). Por el contrario, la adicion
de dexametasona al medio de perfusion (resultados no mostrados)
no tuvo ningin efecto sobre la tasa de gluconeogénesis a partir de
piruvato, tanto en ausencia como en presencia de fenilefrina,

pudiendo descartar, por tanto, un efecto directo de los
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glucocorticoides sobre la ruta gluconeogénica como se habia

descrito previamente (Sistare y Haynes, 1985; Martin y col., 1984).

A diferencia del papel permisivo de los glucocorticoides en la
regulacion de gluconeogénesis por octanoato, la influencia de la
adrenalectomia disminuyendo el efecto gluconeogénico de
fenilefrina no depende de la naturaleza del precursor, puesto que
también se observdé una disminucién en la velocidad de produccion

de glucosa a partir de lactato o de glicerol (Fig. 47).

El mecanismo mediante el cual la fenilefrina estimula el
proceso de gluconeogénesis a partir de substratos que entran en la
via a nivel de piruvato no estd completamente elucidado. La accién
hormonal se ejerce en algin punto de las etapas comprendidas
entre la transformacidon de piruvato a fosfoenolpiruvato (Ochs y
Lardy, 1983). Los efectos de fenilefrina disminuyendo los niveles
intramitocondriales de glutamato (Siess y col., 1978), o la
activacion global de las deshidrogenasas mitocondriales
(McCormack, 1985) originando un aumento del flujo a través del
ciclo de los 4acidos tricarboxilicos, y elevando por tanto el potencial
de fosforilacion favorecerian la carboxilacion de piruvato
(Halestrap, 1989; Gonzéilez-Manchén, 1988 b). Otros efectos de
fenilefrina que podrian explicar la estimulaciéon de gluconeogénesis
son la activacion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa mediada por
un aumento en el efluyjo de Fe a través de la membrana
mitocondrial secundario a la elevacién de Ca2* libre citosélico

inducido por el agonista (Merryfield y Lardy, 1982) y un aumento
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en la velocidad del transporte de piruvato a través de la
membrana mitocondrial (Thomas y Halestrap, 1981) o la inhibicién
de piruvato quinasa (Hue y col., 1978). La menor estimulaciéon de
gluconeogénesis por fenilefrina en higados de ratas
adrenalectomizadas no parece ser debida a una disminucién de la
actividad del transportador de piruvato a través de la membrana
mitocondrial, inducido por la adrenalectomia, ya que el efecto de
fenilefrina sobre la tasa de gluconeogénesis a partir de
concentraciones suprafisiolégicas de piruvato (>0,3mM), cuando su
entrada a la mitocondria no es limitante (Halestrap, 1978 a y b;
Pande y Parvin, 1978) también esta disminuido en higados de

ratas adrenalectomizadas (Fig. 47).

La ausencia de esteroides adrenales parece incapacitar al
tejido hepatico para responder a determinados estimulos con un
incremento del flujo a través del ciclo de los 4acidos tricarbixilicos
(Tabla XII). Cabe pensar, por tanto, que la adrenalectomia pudiera
impedir el efecto de fenilefrina incrementando el flujo a través del
ciclo de los acidos tricarboxilicos (Taylor y col., 1986) Esta
circunstancia podria crear una situacion desfavorable para que
pueda incrementarse el flujo a través de piruvato carboxilasa, en
respuesta a la administracion de fenilefrina. Esta idea se apoya
también en los resultados de (Allan y Titheradge, 1984) quienes
postularon que los glucocorticoides facilitarian la activacién de
piruvato carboxilasa por determinadas hormonas, al permitir un
aumento en los niveles de las moléculas efectoras de este enzima,

acetil-CoA y ATP (Scrutton y Griffiths, 1981; Stucki y col., 1972).



Adicionalmente, hay que considerar el papel de los
glucocorticoides sobre la induccién de Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (Gunn y col., 1975). La actividad de este enzima en
higados de ratas adrenoprivas parece ser suficiente para permitir
una tasa basal normal de gluconeogénesis a partir de lactato o
piruvato, sin embargo, el flujo a través de este enzima podria ser
limitante para responder a un estimulo aumentando el flujo a

través de la via.

Por otra parte, dado que la estimulacion de gluconeogénesis
se acompafa de un incremento paralelo en la tasa de respiracion
~hepatica (Fig. 45), algunos autores han sugerido que la
estimulacion de gluconeogénesis, inducida por fenilefrina es
secundaria al incremento de respiracion (Halestrap y Dunlop,
1986; Kraus-Friedman, 1986; Pryor y col., 1987) de acuerdo con la
idea generalizada de que un aumento de respiracion,
independientemente de cual sea la causa que lo . origine,
estimularia el proceso de gluconeogénesis suministrando energia
(Quinlan y Halestrap, 1986). Otros autores, sin embargo, sostienen
que es la demanda de energia la causa de que se produzca un
aumento de respiracion (Tager y col., 1983). En este sentido,
trabajos recientes de nuestro laboratorio (Gonzalez-Manchén y col.,
1988 a) han podido demostrar que, si bien un aumento de
respiracién es imprescindible para que aumente el flujo
gluconeogénico, no existe una relacion estequiométrica entre
ambos procesos. La misma conclusiéon puede alcanzarse analizando

los resultados de la tabla XIII. Tanto en higados de ratas controles



como adrenalectomizadas, el incremento en el consumo de oxigeno,
producido por fenilefrina, excede el que se necesitaria para
satisfacer los requerimientos de ATP para la estimulacién de la

sintesis de glucosa a partir de piruvato.

Por otra parte, la administracion de fenilefrina a higados, de
ratas alimentadas o sometidas a un periodo de ayuno, perfundidos
en ausencia 0 en presencia de substratos, produce en todos los
casos un aumento considerable de respiracion (Figs. 42, 44 y 45)
independientemente de que las demandas de energia para los
procesos biosintéticos sean muy distintas en cada caso. En cada
una de estas situaciones experimentales, la fenilefrina produce
cualitativamente la misma respuesta ionotropica. El movimiento de
iones (fundamentalmente Ca2* y Na%) en contra del gradiente
electroquimico daria cuenta de una buena parte del incremento en
el consumo de oxigeno inducido por el agonista. Estos resultados,
junto con el hecho de que tampoco el incremento de respiracion,
inducido por la oxidacion de acidos grasos soporte el coste
energético de la producciéon de glucosa, sugieren que, entre todos
los procesos celulares dependientes de energia, el proceso de
gluconeogénesis, contrariamente a lo que se venia admitiendo, no

ocupa un lugar prioritario.
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CONCLUSIONES

Los glucocorticoides no son esenciales para el mantenimiento
de una tasa basal, no estimulada, de gluconeogénesis a partir

de lactato o piruvato.

La oxidacion hepdtica de dcidos grasos hasta acetil-CoA no

estd afectada por la carencia de glucocorticoides.

La presencia de glucocorticoides, es decir, la normosuficiencia
suprarrenal es un requisito imprescindible para que el tejido
hepdtico pueda responder a agentes estimuladores del
metabolismo energético incrementando el flujo

gluconeogénico.

La insuficiencia  suprarrenal impide  selectivamente la
estimulacion de gluconeogénesis a partir de lactato, inducida

por octanoato.

En higados de ratas adrenalectomizadas, parece  existir una
relacion inversa entre el estado de reduccion del sistema
NADY* citosodlico y la capacidad de los dcidos grasos para
estimular gluconeogénesis, lo cual indica que el
mantenimiento del estado de reduccion del sistema NAD*
citosolico dentro de ciertos mdrgenes es esencial en la

respuesta gluconeogénica.
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La administracion conjunta de lactato y octanoato a higados
de ratas adrenalectomizadas produce una inhibicion acusada

del flujo a través del ciclo de los dcidos tricarboxilicos.

La utilizacion de higados de ratas adrenalectomizadas ha
permitido disociar los efectos de octanoato sobre respiracion
y gluconeogénesis. La energia derivada de la oxidacion de
dcidos grasos se emplea fundamentalmente en la produccion
de cuerpos cetonicos. El coste energético de gluconeogénesis
parece recaer en la estimulacion del flujo a través del ciclo

de los dcidos tricarboxilicos.

La integridad de las gldndulas suprarrenales es requisito
indispensable para la obtencion de una respuesta hepdtica

normal a la estimulacion adrenérgica.

La adrenalectomia atenua las respuestas respiratoria e
ionotropica hepdticas a fenilefrina sin alterar la respuesta

presora.

La  adrenalectomia perturba asimismo  la respuesta
glucogenolitica a vasopresina y a angiotensina Il. Estos
resultados sugieren que los glucocorticoides alteran las

respuestas hormonales hepdticas a nivel post-receptor.
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11.- La administracion de bloqueantes o o B adrenérgicos, asi,

12.-

13.-

14.-

como la ocupacion previa de receptores § por isoproterenol,
produjo wuna disminucion de la respuesta hepdtica a
fenilefrina. Estos resultados permiten concluir que la
diversidad de respuestas a fenilefrina es el resultado de la
interaccion del agonista con varios tipos de receptores y que,
por tanto, la descripcion de fenilefrina como un agonista o

puro no se ajusta a la realidad de su mecanismo de accion.

La adrenalectomia no altera la actividad total de proteina
quinasa C (citosdlica y membranosa) hepdtica, pero impide su

activacion por fenilefrina.

La abolicion de la respuesta hepdtica a fenilefrina en
ausencia de Na* en el medio extracelular indica que el influjo
de Na*t a través de la membrana plasmdtica es una de las

etapas iniciales en la transduccion del mensaje hormonal.

En ausencia de Na* no se observaron cambios de pH en el
efluente hepdtico en respuesta a fenilefrina, lo cual sugiere
que la activacion del intercambio Na*/H* a nivel de la
membrana plasmdtica es un componente esencial del

mecanismo de accion de fenilefrina.
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15.- La atenuacion de la respuesta a-adrenérgica inducida por la
adrenalectomia podria ser el resultado de una menor

activacién del intercambiador Na*/H* mediada por proteina

quinasa C.

16.- La alteracion de los flujos de Ca’* y K% en respuesta a
fenilefrina, en higados de ratas adrenalectomizadas sugiere
que la adrenalectomia afecta al funcionamiento general de
los sistemas de transporte ionico a través de la membrana

plasmadtica.
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