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INTRODUCCION



I.- PAPEL DE LOS AMINOACIDOS COMO EFECTORES
BIOLOGICOS

La integracion de los procesos metabdlicos y la coordinacion
de la funciéon celular en tejidos, oOrganos y sistemas, requiere la
actuacion de mecanismos de control que operan a varios mniveles.
Los sistemas responsables de la coordinacion son: ¢l SISTEMA
ENDOCRINO, en el cual las moléculas efectoras son sintetizadas en
organos especializados, glandulas, y transportadas por Ila
circulacion hasta el oOrgano diana; el SISTEMA AUTOCRINO,
caracterizado por que la molécula reguladora se sintetiza en una
célula, regulando la propia célula u otras similares localizadas en
las inmediaciones; y, por dltimo, ¢i SISTEMA PARACRINO, donde ¢l
efector actia sobre células préximas pero diferentes de la célula
secretora. La naturaleza de las moléculas que intervienen en la
comunicacién celular es muy variada: prostaglandinas,
polipéptidos, péptidos y aminoacidos.

En 1820, Braconnot obtuvo glicina y leucina a partir de
gelatina y de midsculo, respectivamente, lo que llevd al
descubrimiento de que los aminodcidos eran producto de ia
hidrdlisis de proteinas. Hasta 1940 se consideraron meros
componentes estructurales de tas proteinas; en éste ano, R.
Schoenheimer comprobé que el nitrogeno podia ser intercambiado
entre los distintos esqueletos carbonados de los aminoacidos, por
io que se pensd en su posible participacion en diferentes procesos
metabolicos.

Se sabe que los aminoacidos, ademas de ser los sillares

estructurales de las proteinas, pueden ser utilizados en otros



procesos biologicos. Son sustratos de procesos biosintéticos, como
la gluconeogénesis ¢ lipogénesis, y también suponen una
importante fuente energética bajo determinadas condiciones
fisiologicas.

Actualmente se acumulan evidencias que tienden a adjudicar
a los aminoacidos un papel clave como auténticos reguladores e
integradores de diferentes procesos metabolicos, y se sabe que
actuan directamente ¢ a través de productos derivados de su
metabolismo. De las funciones de los aminodcidos como
moduladores bioldgicos, la mas conocida es su papel como
neurotransmisores e¢n ¢l sistema nervioso central, habiéndose
llegado. incluso, a caracterizar los receptores a través de los cuales
gjercen  su accion. Sin embargo, existen también multiples
evidencias que permiten pensar que los aminoacidos ejercen

acciones reguladoras a nivel de otros tejidos.

1.1.- PAPEL DE LOS AMINOACIDOS COMO NEUROTRANSMISORES

Hace 25 anos se vidé que determinados aminodcidos ncutros
que se encontraban en altas concentraciones en el cerebro, tenian
un potente efecto excitatorio ¢ inhibitorio, cuando eran aplicados a
determinadas neuronas. El escepticismo inicial sobre el posible
papel de aminoacidos como neurotransmisores se ha ido disipando
al progresar el conocimiento sobre su accién. De todas las
moléculas neurotransmisoras del cerebro, los aminoacidos son las
mas extendidas en cuanto al namero de neuronas que 1o0s

contienen. Es de destacar la desigual distribucién de aminoacidos



en el cerebro, que en algunos casos suponen diferencias de
concentraciones de hasta 40 veces. En los altimos afos se ha
podido ver cOémo perturbaciones en la accidon neurotransmisora de
aminoacidos pueden estar 1mplicadas en un gran ndmero de
procesos patologicos como epilepsia, enfermedad de Huntington,
Alzheimer, etc. Asi pues, los aminoicidos libres en el sistema
nervioso central, no sdélo sirven como precursores de proteinas o
como fuentes de energia, sino también como neurotransmisores 0O
neuromoduladores.

Los aminoacidos aspartato y glutamato actuan como
neurotransmisores excitatorios. Glicina y GABA., como inhibidores.
Se ha podido determinar la existencia de mecanismos de captacidén
de alta afinidad que facilitan la captaciéon rapida del
neurotransmisor de la proximidad del receptor. En la médula
espinal hay mecanismos de alta afinidad para glicina, GABA,
aspartato y glutamato., y en corteza cerebral par GABA. aspartato
y glutamato (Bennet y col., 1973). Han sido identificados
receptores para glicina (Young y Snyder, 1973), GABA (Zukin y
col.. 1974), glutamato (Monaghan y col., 1989; Foster y Fagg,
1984). vy estructuras proteolipidicas de alta afinidad, en
membranas postsinapticas, para glutamato y aspartato (Peck,
1980).

Se piensa que la prolina también actia como
neuromodulador en el sistema nervioso central, pero no s¢ ha
encontrado mningdn receptor, aunque si se ha caracterizado un
mecanismo de captacion de alta afinidad para éste aminoacido

(Rhoads y col., 1983).



S¢  ha propuesto que el triptéfano, precursor del
neurotransmisor serotonina , que es liberado por el pancreas de
animales sometidos a ayuno al ser realimentados, actuaria como

senal para el centro hipotalamico de la saciedad (Bender, 1975).

1.2.- PAPEL DE LOS AMINOACIDOS COMO EFECTORES METABOLICOS.

1.2.1.- Papel de los aminoacidos sobre metabolismo
de hidratos de carbono.

Existen maltiples evidencias que muestran que
determinados aminodcidos intervienen en el metabolismo de los
hidratos de carbono, a través de la modulacion de enzimas que
actiian en gluconeogénesis 0 glucolisis. Cabe citar, como e¢jemplo la
alanina, que puede estimular gluconeogénesis a partir de
diferentes sustratos, en higado (Seubert y Schoner, 1971) y en
tibulo renal (Friedrich y Schoner, 1974). El efecto de la alanina
estd mediado. al menos en parte, por una inhibicion alostérica del
enzima glucolitico piruvato quinasa (E.C.2.7.1.40).

l.a gluconeogénesis también se modula negativamente por la
accion de algunos aminodcidos, a través de un mecanismo que
implica la inhibicidn alostérica de parte de los enzimas que
intervienen en é€ste proceso. De éste modo actuan (riptofano,
fenilalanina, aspartato y tirosina. El triptdéfano inhibe la
gluconeogénesis en hepatocitos aislados e higado perfundido; vy
parece estar mediada por una inhibicion de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (E.C.4.1.1.32) (Ray y col., 1966), y por acumulacién

del acido quinolinico, metabolito procedente de la degradaciéon del
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triptéfano (McDaniel v col., 1973). La fenilalanina es un inhibidor
alostérico de piruvato quinasa (E.C.2.7.1.40) (Llorente y col., 1970)
y piruvato carboxilasa (E.C.6.4.1.1) (Cazzulo y col., 1970); el
aspartato inhibe, modulando alostéricamente la piruvato
carboxilasa y la fosfoenolpiruvato carboxigquinasa (Sanwal y col.,
1966) y. por dltimo. la tirosina es un inhibidor alostérico de la
piruvato carboxilasa (Cazzulo y col., 1970).

En el tejido hepatico los aminodacidos ejercen acciones
especificas dependiendo del sustrato gluconeogénico utilizado. En
hepatocitos aislados, tirosina, arginina, asparagina y ornitina,
principalmente, tienen efectos estimuladores de gluconeogénesis a
partir de lactato. Glicina, serina, treonina, cisteina, triptéfano e
histidina, presentan un claro efecto inhibidor (Cornell y col., 1974).
En éste sistema, la lisina también 1nduce estimulacion de
gluconeogénesis a partir de lactato (Cornell y col., 1973), y el
efecto parece estar relacionado con un aumento en la formacidon de
glutamato, aspartato y alanina, y con restauracion del cociente
{lactato]/[piruvato]. El efecto de la lisina. incrementado la
concentracion de glutamato, también ha sido visto en tabulos
renales, en los cuales se logran similares resultados por la accidn
de analogos de lisina, asi como de otros aminoidcidos (aspartato,
glutamina, prolina, ornitina) (Fredrich, 1975).

En algunos tejidos se ha detectado que el efecto regulador de
ios aminodcidos depende del estado de nutricién. Por ejempio, ia
leucina inhibe la oxidacién de la glucosa in vifrro en misculos
procedentes de ratas mantenidas en ayuno, pero no en los que se

obtienen de ratas alimentadas (Tischler y col., 1982). Leucina e
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isoleucina, también inhiben la oxidacién de piruvato en el sistema
anterior.

Los aminoédcidos estimulan también la sintesis hepatica de
glucogeno (Katz y col., 1976), efecto que parece depender de
transaminaciones porque es practicamente abolido por
aminooxiacetato. Los aminoacidos mas efectivos son glutamina,
alanina y asparagina. La estimulacion de la sintesis de glucdgeno
por glutamina estd mediada por la conversién de la glucdgeno
sintetasa (E.C.2.4.1.11) en su forma activa (Katz y col., 1979). El
efecto parece ser el resultado de la activacion de la glucdgeno
fosforilasa (E.C.2.4.1.1) ya que después de la adiciéon de 1 oM
glucagon, la glutamina, aunque no interfiere con la inactivacion de
la sintetasa, promueve su reactivacion (Lavoinne y col., 1987). Los
analogos de leucina, inhiben la estimulacion de la sintesis de
glucoégeno por glutamina (Lavoinne y col., 1987).

Chen y Lardy (1985) han comprobado que compuestos que
inhiben la sintesis de proteinas (cicloheximida), también son
capaces de inhibir la sintesis de glucdégeno en hepatocitos, por lo
que sc¢ piensa que para que los aminoacidos estimulen la glucdgeno
sintetasa es necesario una tasa normal de sintesis de proteinas y
planiea la posible existencia de interacciones entre la sintesis de
proteinas y de glucdégeno, de las que serian responsables los
niveles de determinados aminoacidos. Sin embargo estos estudios
han sido realizados in vitro desconociéndose su importancia

fisiologica in vivo.
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1.2.2.- Papel de los aminoacidos en el metabolismo
de lipidos

Los aminoacidos ademas de ser lipogénicos, pueden ejercer
otras acciones sobre el metabolismo lipidico.

La infusién de alanina en ratas ayunadas, produce una
disminucion en la cetogénesis a partir de {!*C]-oleato (Ozand y col.,
[978). que se refleja en una disminucidon def nivel plasmadtico de
B-hidroxibutirato. El efecto parece ser independiente de las
variaciones plasmaticas de insulina, glucagdn, acidos grasos u
hormona de crecimiento, y parece ser debido a una disminucion en
la produccion hepatica de cuerpos cetdnicos.

La glutamina inhibe también la producciéon de cuerpos
ceténicos y estimula lipogénesis, en hepatocitos aislados de rata
(Lavoinne y col., 1987).

La sintesis hepatica de 4cidos grasos estd estimulada por
triptéfano (Ray y col., 1966), en diferentes estados nutritivos:
ayuno. ratas alimentadas ad [libirum (Miyazawa y col., 1975). El
efecto parece ser la consecuencia de la activacion de acetil-CoA-
carboxilasa (E.C.6.4.1.2) por citrato, cuyo contenido hepatico

aumenta tras la administraciéon dec triptdéfano.

1.2.3.- Papel de los aminoicidos en ureogénesis.

Como ejemplo del papel de los aminodcidos en la regulacion
del ciclo de la urea, podemos mencionar la activacion alostérica de
carbamoil-fosfato sintetasa (E.C.2.7.2.5) por N-acetilglutamato y Ia

inhibiciéon de arginasa (E.C.3.5.3.1) por lisina (Bend, 1975 a).



La leucina produce inhibicion de la sintesis de citrulina en
mitocondrias aisladas de higado de rata (McGiven y col., 1973) vy,
paralclamente. incrementa ia sintesis de glutamato y glutamina, lo
cual parece ser es debido a estimulacidén de la actividad glutamato
deshidrogenasa (E.C.1.4.1.2).

La alanina participa en la regulacion del ciclo de la urea en
hepatocitos aislados de rata, mediante la inhibicidon primaria del
enzima argininosuccinato sintetasa (E.C.6.3.4.5) (Hengens y Meijjer,
1980). La leucina, valina, isoleucina, lisina, cisteina y norvalina,
inhiben la sintesis de urea, en higado perfundido y en células
hepaticas aisladas (Buttery y Boorman, 197]; Mendes-Mourao vy
col., 1975: Krebs y col., 1976; Rongstad, 1977; Saheki y col., 1979).
La ornitina carbamoiltransferasa (E.C.2.1.3.3), es el priocipal sitio
de interaccion de éstos aminodcidos con el ciclo de la urea
(Rongstad. 1977 Krebs y col.,, 1978), aunque también intervienen
modulando la argininosuccinato sintetasa y fa arginasa (Marshall y
Cohen, 1972; Lutsy y col., 1979). In vivo, la inhibicion del ciclo de
la urca por aminoicidos es el resultado de la sumacién de sus

efectos individuales (Hengens y Meijer, 1980).

1.2.4.- Papel de los aminoicidos en el metabolismo
de acidos nucleicos.

En células de mamiferos los aminoacidos influyen sobre el
metabolismo del ADN (Enger y Tobey, 1972) y de ARN (Smulson,
1970).
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En experimentos in vivo se ha visto la importancia del
triptofano y del aporte de aminoacidos en general, para la
estabilidad del ARN (Munro y Clark, 1959). La rotura acelerada del
ARNm consecuencia de la deficiencia de triptéfano en la dieta, se
revierte por la administraciéon de aminoicidos (Wunner y col.,
1966). Posteriormente se ha observado un claro efecto del
tripiofano sobre la actividad de la ARN polimerasa (E.C.2.7.7.6)
(Vesely y Cihak, 1970) que indica que éste aminoacido produce
ademas una estimulacion de la sintesis de ARN.

Existe una correlacion entre la concentracion de aminoacidos
y el contenido de ARN y ribosomas en hepatocitos procedentes de
ratas alimentadas con dietas deficientes de proteinas
(Wannemacher y col., 1971). Ademdas los ribosomas presentan una
menor capacidad sintética y un menor contenido en ARN
(Wannemacher y col., 1968). Jepson y col (1988) han cstablecido la
existencia de relacion positiva entre ia concentracion de glutamina
en muasculo esquelético de rata, bajo diferentes situaciones
nutricionales (ayuno, alimentacion ad libitum, dictas deficientes de
proteinas). y la actividad ribosomal y el contenido en ARN.

- BEn estudios de perfusion hepatica (Lardeux y Mortimore,
1987), se ha visto que la adicion al medio de incubacion de
concentraciones de aminodcidos 10 veces superiores a las
plasmaticas inhiben la rotura de ARN en un 85%; una inhibicién
similar se obtiene cuando se utiliza la mezcla de aminoécidos:
leucina, metionina, prolina, triptéfano e histidina. La leucina por si
misma es capaz de inducir la disminucidén en la degradacion de

ARN aunque en un porcentaje menor (47%). Estos autores vieron
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ademas que la aceleracién en la rotura de ARN es paralela a la
degradacion de proteinas, y que ambas resultaban inhibidas por

insulina.

1.2.5.- Papel de los aminoiacidos en la modulacion
de la respuesta hormonal.

Los aminodcidos pueden participar en ¢l control del
metabolismo de los hidratos de carbono (Traxinger y Marshall,
1989) y en el control de la actividad de sintesis de proteinas
(Marshall v Monzon, 1989; Garlick y Grant, 1988), a través de la
regulacion de la accidén de la insulina. Intervienen también
regulando la pérdida de sensibilidad del sistema de transporte de
glucosa, que se manifiesta por una disminucidn en la maéaxima
respuesta a insulina (MIR). La capacidad para regular éste sistema,
es debida al aminodcido per se, ya que su efecto se conserva en
presencia de cicloheximida (Traxinger y Marshall, 1989). En
recientes estudios se ha visto que los aminodcidos tambien pueden
modular la capacidad de la insulina para estimular la sintesis de
proteinas (Marshall y Monzon, 1989). En presencia de aminoicidos
disminuyen la sensibilidad a insulina y la maxima respuesta a
insulina del sistema de transporte de glucosa (Traxinger vy
Marshall, 1989) y. sin embargo, aumenta la méixima respuesta a
insulina del sistema de sintesis de proteinas (Garlick y Grant,
1988; Marshall y Monzén, 1989); la regulacién de uno u otro
mecanismo tiene lugar a través de vias divergentes que pueden

ser moduladas independientemente.
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Se sabe que la regulacidon de diferentes sistemas efectores de
insulina, es funcidén del tipo de aminoacido. Asi por ejemplo, la L-
glutamina es el aminodcido mas eficaz en la modulacidén del MIR
del sistema de t(ransporte de glucosa, consiguiéndose una
disminucién similar a la que se¢ obtiene con el resto de los
aminoacidos, sin utilizar dosis elevadas de glutamina. Por otro lado
isoleucina y serina, intensifican la respuesta mdéxima a insulina y
también la sensibilidad a insulina de la maquinaria de sintesis de
proteinas, sin que resulte alterado el sistema de transporte de
glucosa (Traxinger y Marshall, 1989). De todo ésto se deduce que
los aminoacidos juegan un importante papel en la modulacion de la

accion de la insulina a nivel celular.
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2.- EFECTO DE LOS AMINOACIDOS COMO MODULADORES
DE LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS

En células de mamiferos existen miltiples evidencias que
indican que la sintesis de proteinas puede ser regulada por el
aporte de determinados nutrientes esenciales (van Venrooij y col,
[970; Lee y col., 1971; Vaughan y col., 1971; Henshaw, 1980). En
una amplia variedad de células, la retirada de aminoacidos, de¢
glucosa 6 de suero, del medio de incubacién, conduce a una
disminucion en la biosintesis de proteinas. En ausencia de
aminodcidos esenciales, el efecto es casi inmediato (van Venrooij y
col., 1970), y la reduccion en la actividad biosintética de proteinas
se acompana de una disminucion del estado de agregaciéon
ribosomal. asi como de acumulacién de ribosomas 80 S inactivos
(van Venrooij, 1970; Vaughan y col., 1971). La administracién de
aminoacidos produce una rapida recuperacion de la tasa de
sintesis de proteinas (van Venrooij y col., 1970; Vaughan y col.,
1971; Sonenshein y Brawerman, 1977), que no es impedida por
actinomicina D (inhibidor de la sintesis de novo de ARN), lo que
indica que la regulacion se ejerce a nivel de traduccién (van
Venrooij y col., 1970; Lee y col., 1971. Sonenshein y Brawerman,
1977).

En células asciticas del tumor de Ehrlich, se ha visto que la
incubacién en un medio carente de algin aminodcido esencial, por
ejemplo la lisina, ocasiona una reducciéon en la biosintesis de
proteinas (Pain y col., 1980), que es rapidamente revertida por el
aporte del aminoacido. La inhibicidn estd acompanada de una

disminucién en la formacién de complejos de iniciacion
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40S.metionil-tRNA (Pain y Henshaw, 1975), que también ha sido
detectada en células ovaricas de hamster chino, deficientes de
aminoacidos (Austin y col., 1986; Pain y col., 1980).

El estudio de la posible funciéon de los aminoacidos como
moduladores de la biosintesis de proteinas, ha sido estudiado en
otros sistemas, tanto in vitro como in vivo. En misculo cardiaco
perfundido, se ha observado una estimulacién de la sintesis de
proteinas cuando el medio de perfusidon es suplementado con una
mezcla de aminodcidos. La supresion de los aminodcidos del medio,
ocasiona inhibicidon de Ia actividad biosintética a nivel de la etapa
de iniciacion (Morgan y col., 1971, a y b). Experimentos mas
recientes de perfusiéon en muasculo esquelético, han permitido
establecer que la actividad de sintesis de proteinas depende de la
presencia de determinados aminodcidos esenciales. Asi, por
ejemplo, el incremento de las tasas de sintesis de proteinas ha sido
relacionado c¢on un aumento en el contenido Intramuscular vy
plasmatico de glutamina (MacLennan y col., 1987; Wu vy
Thompson,1990). La presencia de glutamina ocasiona también una
inhibicidon de la degradaciéon de proteinas solubles (MacLennan y
col., ‘1988: Wu y Thompson, 1990).

En experimentos recientes en musculos procedentes de
animales alimentados con dietas que contienen diferentes
concentraciones de triptéfano, se ha observado un incremento en
la actividad de la fracciéon polirribosomal, paralelo al incremento
en la concentracion de triptéfano de la dieta, lo que permite
atribuir también al triptéfano un papel regulador de la biosintesis

de proteinas (Lin y col., 1988).
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En misculo esquelético aislado, se ha observado también que
la administracion de leucina, 6 de una mezcia de aminoacidos de
cadena ramificada, a dosis fisiologicas, produce estimulacion de Ia
sintesis de proteinas a nivel de inmiciacion (Tischler y col., 1982). La
utilizacion 6 el tratamiento con sustancias capaces de impedir el
metabolismo de los aminoacidos por inhibicién de Ia
transaminacidon (L-cicloserina) permitié ver que el efecto de la
leucina es independiente de su metabolismo.

En ¢l tejido hepatico se han realizado una gran cantidad de
estudios que han demostrado que en el higado, el patréon de
polisomas, asi como la actividad de sintesis de proteinas, son
sensibles a cambios en la concentracién de aminoacidos. La
dependencia gque presentan ambos, la actividad de sintesis de
proteinas y el estado de agregacion ribosomal, de la administracién
¢ disponibilidad de aminoacidos, ha sido observado in vive
(Munro, 1968: Sidransky y col., 1968), en higado perfundido de
rata (Jefferson y Korner, 1969; Flaim y col., 1982), en hepatocitos
aislados de rata (Grant y Black, 1974), v en una gran variedad de
sistemas experimentales in vitro (Eliasson y col., 1967).

- Estudios realizados por diferentes autores en higado aislado
y perfundido, confirman que las tasas de sintesis de proteinas
estdn notablemente disminuidas cuando la perfusion se realiza en
un medio deficiente de aminodcidos, comparandola con las tasas
biosintéticas de higados perfundidos bajo condiciones Optimas
(Pain y Henshaw, 1975) 6 con las tasas de sintesis de higados no
perfundidos. La utilizacién de métodos de perfusiéon hepatica

presenta la ventaja, ademas, de que se anulan las fluctuaciones de
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aminoacidos a que el higado estd sometido in vivo, pudiendo ser
controlados los niveles de los mismos (Munro y col., 1975). La
disminucion en las tasas de sintesis de proteinas estd acompaiiada
de un menor estado de agregacion ribosomal (Jefferson y Korner,
1969; McGowan y col., 1973; Van Den Bone y Webb, 1972; Flaim y
col., 1982), y son requeridas altas concentraciones de aminodacidos
en el medio de perfusién, muy por encima de las plasmaticas, para
mantener un estado normal de agregacion y por tanto de sintesis
de proteinas (Jefferson y Korner, 1969; McGowan y col., 1973; Van
Den Bonne y Webb, 1972). La pérdida de polisomas no parece ser
consecuencia de un aumento de la degradacion de ARN mensajero
y estd acompanada de disminucién en la formacion del complejo
40 S (Flaim y col.. 1982). El efecto de los aminoacitdos tampoco
parcce ser consecuencia de una limitacion en la disponibilidad de
aminoacil-tRNA. ya que no han sido detectadas variaciones
significativas en la union de Jos aminoacidos a los ARN de
transferencia (Flaim y col., 1982).

La actividad de sintesis de proteinas hepaticas, puede ser
ademds, reguiada selectivamente por la acciéon de determinados
aminoadcidos esenciales. Pronczuk y col. (1968) observaron que la
deficiencia de triptéfano resulta en una disminucién en la
incorporacion de aminodcidos en proteinas hepaticas y que estd
asociada a desagregacion polirribosomal. La desagregacién de
polisomas hepéaticos que presentan ratas alimentadas con dietas
deficientes en treonina, s6lo se restaura cuando se administra
dicho aminoacido, lo cual se acompana de un incremento en la tasa

de sintesis de proteinas (Clement y Harper, 1973). En
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experimentos in vivo (Pérez-Sala y col., 1987) se ha visto que la
administracion de alanina, de prolina 6 de ornitina, a ratas
mantenidas en ayuno durante 48 h., ocasiona un aumento
significativo de la agregaciéon polirribosomal hepitica, y un
aumento en la velocidad de terminacidén de cadenas peptidicas.
Estos aminoacidos parecen estimular tanto la etapa de crecimiento
como la iniciacidn, pero el hecho de que se detecte acumulacion de
polisomas parece indicar que, aunque el crecimiento esté
acelerado, el efecto es mucho mayor a nivel de iniciacion (Pérez-
Sala y col., 1987).

La actividad de sintesis de proteinas que se detecta en
higado como consecuencia del efecto de los aminoacidos, parece ser
que estaria relacionada con los procesos proteoliticos celulares, ya
que se ha visto que la perfusion con inhibidores de la proteolisis
impide la recuperacién de la actividad biosintética de proteinas
(Flaim y col.. 1982). En hepatocitos aislados de rata se ha podido
demostrar que la sintesis de proteinas no estd limitada por el
sumistro de aminoacidos desde la proteolisis enddgena, la cual
proporciona aminoacidos en cantidades superiores a las necesarias

para ‘la sintesis de proteinas (Seglen, 1978).
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1.- OBJETIVOS

La observacién de que los aminoacidos son capaces de
estimular sintesis de proteinas en el tejido hepatico, incluso
cuando su metabolismo estd inhibido (Pérez-Sala y col., 1987),
indica su posible intervenciéon como moduladores biolégicos,
ademas de ser componentes estructurales de las proteinas e
importantes sustratos gluconeogénicos.

Con la realizaciéon de ¢éste trabajo nos proponemos
profundizar en el estudio del papel fisiologico de los aminoacidos
en el control de la sintesis de proteinas hepaticas. Centraremos
nuestra atencion en el estudio del mecanismo de accion de los dos
aminoicidos con mayor capacidad para estimular la sintesis de
proteinas hepaticas, alanina y prolina (Pérez-Sala y col., 1987). ¢

intentaremos esclarecer los siguientes puntos:

|.- Erapas del proceso de sintesis de proteinas que resultan
alteradas por el ayuno, y que son estimuladas por la presencia de
los aminodcidos: alanina o prolina. Estudiaremos la etapa de
iniciacion por ser la que estd preferentemente inhibida durante el
ayuno (Pérez-Sala y col., 1987). Para la consecucién de éstos

objetivos estudiaremos:

I.1.- Estado de agregacion de ribosomas hepdticos y
formacion de complejos de iniciacion 43 8.
1.2.- Formacion de complejos ternarios elF-2-GTP-

metionil-tRNA.
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1.3.- Determinacion de proteinas asociadas a ribosomas

vy su estado de fosforilacion.

2.~ Estudio de la relacion entre el efecto de la administracion
de alanina ¢ de prolina, y de flujos idnicos a través de la
membrana plasmdtica. Este estudio se basa en dos observaciones;
en primer lugar, en el sistema de transporte utilizado
preferentemente por éstos aminoacidos, denominado sistema A,
los aminoacidos son transportados al interior celular junto con el
ion Na* (Edmondson y col., 1979; Kristensen y col., 1983). Hay que
destacar el hecho de que este sistema de transporte puede ser
activado en determinadas situaciones fisiologicas, tales como el
ayuno (Fehlman y col., 1979) 6 por determinadas hormonas
(revisado por Kilberg, 1982). Por otro lado, se¢ ha descrito que la
alanina puede producir una activacién de canales de K7
dependientes de Ca™™ en hepatocitos aislados (Bear y Petersen,
1987), activacion de la ATPasa Na'/K* (Cohen y Lechene, 1990) y
en un eflujo de K* (Kristensen, 1980; Kristensen y Folke, 1984).

Estas observaciones hacen pensar que el influjo celular de
este “aminodacido, podria alterar flujos idnicos a través de la
membrana plasmatica, creandose una nueva situaciéon de
equilibrio. en la que la concentracion intracelular de iones

favoreceria la actividad de sintesis de proteinas.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS OBJETIVOS

A continuacion resumimos los antecedentes bibliogréficos de
los apartados que justifican el objetivo de esta tesis: (1) Etapas del
proceso de sintesis de proteinas susceptibles de regulacion,
posiblemente implicadas en el efecto estimulador de los
aminodcidos, y (2), distintos mecanismos de transporte hepdtico de

aminoacidos y alteraciones 10nicas a que dan lugar.

2.1.- ETAPAS SUSCEPTIBLES DE REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE

PROTEINAS.

La regulacion del proceso de sintesis de proteinas y, por lo
tanto, la regulacion de la expresidén génica, puede tener lugar a
diferentes niveles. siendo la transcripcion del ADN y la traduccién
del ARN mensajero, los procesos sobre los cuales, em células
eucariotas, se ejerce la regulacidn. La traduccion puede dividirse
en tres fases: (1) INICIACION, (2) CRECIMIENTO y (3) TERMINACION, a su
vez la iniciacion se subdivide en tres etapas: (l.a) Formacion del
complejo de iniciacion 43 S; (l.b) formacién del complejo de
iniciacion 48 S y, por altimo, (l.c) formacién del complejo de
iniciacion 80 S.

El estudio de los mecanismos a través de los cuales se regula
la actividad de biosintesis de proteinas en células eucariotas, es
relativamente reciente, alcanzandose un rapido desarrollo en el
conocimiento de la regulacion durante los anos 70, gracias al
descubrimiento de las proteinas que intervienen en diferentes

ctapas de este proceso bioldgico. Se encontré también, que la
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fosforilacion del factor de iniciacion eIF-2, jugaba un importante
papel en la regulacion de la traduccién en reticulocitos (Clemens y
col., 1974; Clemens, 1976). Posteriores avances en la investigacion
permitieron descubrir un nuevo factor, ¢lF-2B (De Haro y Ochoa,
1978; Clemens y col., 1980; Matts y col.,, 1983), factor
intercambiador de nucledtidos de guanina, que actuaria
catalizando el desplazamiento de GDP unido a elIF-2, y uniendo una
molécula de GTP, permitiendo asi que el factor iniciador pueda
entrar en un nuevo ciclo de iniciacién. La mayoria de éstos
estudios se realizaron en reticulocitos, que son un buen modelo
experimental. debido al hecho de que en este tipo celular la
sintesis de proteinas es dependiente de la presencia del grupo
hemo.

Otra de las ectapas susceptible de regulacién, mucho menos
conocida, ¢s la entrada del ARN mensajero dentro del ciclo de
iniciacion, dando lugar al complejo 48 S. Los factores implicados
han sido identificados, aunque no son bien conocidas las reacciones
implicadas. En los altimos aiios han sido postulados diferentes
modelos para explicar su mecanismo de accidon, que proporcionan
las bases para comprender el porqué de la necesidad de ATP en la
iniciacion, y la importancia de la estructura secundaria del ARN
mensajero en fa eficacia de lIa traduccion. La formacidon del
complejo de iniciacion 48 S esta mediada por un conjunto de
polipéptidos. que se han denominado factores de iniciacion 4 (elF-
4). Existen dudas acerca de si ¢l elF-4 debe ser considerado un
factor unico o, por el contrario, esta constituido de un conjunto de

factores; lo que si parece claro, es que la fosforilacion de uno de los
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polipéptidos que lo constituye, elF-4E, podria desempefiar un

papel regulador en la iniciacion.

2.1.1.- Iniciacion de la sintesis de proteinas.

La figura 1, representa un esquema actualizado de las
diferentes ctapas de la iniciacion de la traduccion en eucariotas.

Un requisito indispensable previo a la formacion del
complejo de iniciacién 43 S, es la formacion del denominado
complejo ternario, en el cual el factor de iniciacién eucariota elF-2
se une a una molécula de GTP primero, para posteriormente
formar un complejo con el aminoacil-tRNA iniciador, metionil-
tRNA (elF-2.GTP.metionil-tRNA). Para que el complejo de iniciacion
43 S pueda formarse, es necesario que el ribosoma (80 S) se
disocie en las subunidades que lo constituyen; en esta etapa
participan tres factores: elF-3, proteina de gran tamafo, de 700
KDa (Benne y col., 1976; Benne y col., 1978), y elF-4C (17.5 KDa),
ambas se ligan a la subunidad 40 S ribosomal; participa también
elF-6, proteina de 25 KDa (Russell y col., 1979; Valenzuela y col.,
1982: Raychaudhuri y col., 1982), que se une a la subunidad
mayor del ribosoma (60 S).

La unién del complejo ternario a la subunidad ribosomal
libre 40 S. forma el complejo de preiniciacién 43 S, el cual se unird
al extremo 3 del ARNm, en un proceso dependiente de ATP, y en
el cual el complejo se moverd a lo largo del mensajero hasta

encontrar el primer codon iniciador AUG.



FIGURA |

ESQUEMA DEL MECANISMO DE LA ETAPA DE INICIACION DE
SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS DE MAMIFEROS.
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Para que la subunidad 60 S pueda unirse, es necesaria la
liberaciébn  de  los factores unidos a la  subunidad 40 S
(Raychaudhuri y col., 1985; Peterson y col.,, 1979a), etapa
promovida por un nuevo factor elF-5 (Trachsel y col.,, 1977;
Peterson y col., 1979b), y que conlleva la hidrélisis del GTP unido a
elF-2. La union de la subunidad ribosomal 60 S al complejo 40 S-

mRNA di lugar a la formaciéon del complejo de iniciacion 80 S.

2.1.1.1.- Formacion de complejos 43 S.

El factor elF-2 estd formado de 3 subunidades: « (38 KDa), f
(35 KDa) y y (55KDa). Las subunidades o y i son fosforilables. La
fosforilacion de a estaria implicada en la funcionalidad del factor,
pero no se han detectado alteraciones ni se han podido establecer
relaciones funcionales, cuando es f§ la subunidad que se fosforila.

La formacién del complejo binario, tiene lugar por la unidn
de GTP a elF-2, existiendo discrepancias en lo que se refiere al
lugar de unidn del GTP. Lo méas probable es que en el sitio de
unién estén implicadas mas de una de las subunidades del factor.

~ El factor elF-2 presenta una alta afinidad por GDP (Walton vy
COI.,‘ 1975). y cuando es liberado en forma de complejo elF-2.GDP
¢s incapaz de unirse a metionil-tRNA. Las diferencias en la
afinidad que presenta por GDP y GTP, y por analogia con el factor
de elongacion de procariotas EF-Tu, implican la existencia de un
nuevo factor que se encargaria de desplazar el GDP unido a elF-2
por GTP, permitiendo la participacion del factor en una nueva

ronda de imiciacion, el factor intercambiador de nucleotidos de



guanina, conocido inicialmente como GEF 6 RF, y actualmente
denominado elF-2B (Safer, 1988). Este factor ha sido purificado de
reticulocitos (Siekierka y col., 1982; Salimans y col., 1984; Matts y
col., 1983) y de otros tipos celulares (Panniers y Henshaw, 1983).
El mecanismo a través del cual tiene lugar el intercambio de
nucledtidos, no es bien conocido. Se han propuesto diferentes
modelos, que se esquematizan en la figura 2: todos ec¢llos postulan
interaccion entre elF-2 y elF-2B, lo que esti apoyado por el hecho
de que éste complejo ha sido aislado y purificado por varios

autores.

2.1.1.2.- Regulacion de la iniciacion a nivel de la
formacion del complejo 43 S.

Uno de los puntos claves en la regulaciéon de la etapa de
inicacidon de la sintests de proteinas, es a nivel del reciclaje del elF-
2. En reticulocitos. en ausencia de hemo se activa una proteina
quinasa con actividad represora que fostforila la subunidad o del
factor elF-2 (Levin y col., 1976., Gross y Mendelewski, 1977).
Cuando el factor elF-2 estd fosforilado presenta una mayor
afinidad por elF-2B y se altera el mecanismo de intercambio de
nucledtidos (Proud. 1986), bien favoreciendo la formaciéon de un
complejo anormalmente estable elF-2a.elF-2B (Matts y col., 1983,
Matts y London, 1984) & aumentando los requerimientos de GTP
para conseguir el desplazamiento del elF-2B (Goss y col., 1984). De
éste modo el elF-2B disponible se encontraria atrapado y no

podria llevar a cabo su accién intercambiadora de nucledtidos, con



FIGURA 2
MECANISMOS PROPUESTOS PARA EL RECICLAJE DEL elF-2.
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lo que el elF-2-GDP no seria reciclado y no podria intervenir en un
nuevo ciclo de iniciaciéon (Maits y col., 1983, Matts y London,
1984). iLa relacion elF-2/elF-2B, ha sido estimada por varios
laboratorios en diferentes tipos celulares con resultados variables,
pero siempre superiores a 3/1 (Panniers y Henshaw, 1983,
Thomas y col., 1984., Safer y col.. 1982). Por ello la fosforilacion
del 20-30% del elF-2 seria suficiente para bloquear todo el elF-2B
y provocar la inhibiciéon de la sintesis de proteinas. En reticulocitos,
por el contrario, el factor elF-2B no es limitante, ya que existe
aproximadamente dos veces la concentracién necesaria para
reciclar el factor iniciador 2.

Nuevos estudios han permitido establer la existencia de otras
estructuras implicadas en la regulacion de Ia actividad de los
factores elF-2B y elF-2. El polipéptido de 67 KDa, que aparece
tanto en preparaciones de elF-2 y de elF-2B, obtenidas de lisados
de reticulocitos, parece estar implicado en la regulacion de la
fostorilacion de la subunidad o del elF-2. Actuaria protegiendo la
subunidad a de elF-2 de la fosforilacion, y podria ser también un
componente necesario para el funcionamiento de la molécula
(Datta y col., 1988). Su actividad parece estar relacionada con la
presencia en su estructura de maltiples residuos glucosaminados
(O-GicNaC) (Datta y col., 1989).

En preparaciones altamente purificadas de la proteina
quinasa sensible a hemo, que fosforila la subunidad o del factor
elF-2, se ha detectado la presencia de clevadas concentraciones de
un pohipéptido de 90 KDa. En presencia de éste polipéptido se

induce una potente inhibicién de la sintesis de proteinas, que



estaria mediada por un incremento en la fosforilacion de elF-2q,
via estimulacion de la actividad del enzima encargado de la
fosforilacion (Rose y col., 1989).

De todo ésto podemos concluir que los mecanismos de
regulacion de la iniciacion a nivel de la formacion del complejo
43S, implicarian procesos de fosforilacidn/destosforilacién que
conducen a activacion/desactivacion de los principales factores
que intervienen en el proceso, modulandose asi su actividad y por
consiguiente la de todo el proceso de sintesis de proteinas.

En lo que se refiere a la regulacion de la iniciacion de sintesis
de proteinas por aminodcidos, las etapas comprendidas en la
formaciéon del complejo de iniciacién 43 S parecen tener una gran
importancia (Pain y Henshaw, 1975). La ausencia de determinados
aminoacidos parece importante para la formacion del complejo
ternario elF-2.GTP.metionil-tRNA, ya que se acompana de un
aumento en el estado de fosforilacidon de la subunidad o del elF-2
(Pain y col., 1980; Austin y Clemens, 1981). También se ha descrito
que la ausencia de aminoacidos en reticulocitos de conejo puede
inhibir la formacion del complejo 43 S por inhibicién del elF-2B,
sin que s¢ aumente la fosforilacion de la subunidad o del elF-2
(Gross y Rubino, 1989). La actividad del factor elF-2B parece
desempenar un papel importante también en la regulacion de la
ctapa de iniciacton por azucares-fosfato (Gross y col., 1988) & por
otros metabolitos, poliaminas y NADPH (Gross y Rubino, 1989;
Dholakia y col., 1986; Dholakia y col., 1988).
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2.1.1.3.- Formacién de complejos de iniciacion 48 8.

La formaciéon del complejo de iniciacién 48 S consiste en la
union del ARNm al complejo 43 S, en un proceso dependiente de
hidrolisis de ATP (Sonenberg, 1988). Esta mediada por una serie
de factores proteicos que se han denominado factores de iniciacion
4 (elF-4) y que engloban a un conjunto de polipéptidos de
diferentes pesos moleculares: elF-4A (46 KDa). elF-4B (80 KDa),
elF-4E (25 KDa) y elF-4F, multiproteina que estd constituida de
elF-4A, elF-4E y de una proteina de 220 KDa. Existen dudas acerca
de si toda ésta serie de polipéptidos serian uno 6 varios factores.
Se cree que las diferentes asociaciones que presenta el factor
elF-4, son estados transitorios del proceso de iniciacién, existiendo
evidencia experimental de la unidén eIF-4E.p220 (Tahara y col.,
1981; Edery y col, 1983; Ray y col.,, 1985; Buckley y Ehrenfeld,
1987). Existen diversas hipoétesis acerca del ndamero, peso
molecular y localizacién subcelular del conjunto de proteinas que
se unen a la region CAP del ARN mensajero (CBP). Actualmente se
piensa que existe una unica proteina CAP, elF-4E, con un peso
molecular de 25 KDa (Rychlik y col., 1987).

El elF-4E es el Gnico polipéptido que se une a regiones CAP
del ARNm en ausencia de ATP (Sonenberg, 1981; Hellmann y coi.,
1982), y lo hace independientemente de la estructura secundaria
del ARNm (Pelletier y Sonenberg, 1985; Lawson y col., 1986). Este
factor es susceptible de fosforilacion (Rychlik y col., 1986); Duncan
y col., 1987).
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Los factores elF-4A y elF-4B, no se unen al ARNm en
ausencia de elF-4E y p220 (Rychlik y col., 1987; Grifo y col., 1983),
lo que indica que la union entre éstos factores y el CAP, esta
mediada por la unién a elF-4E,

El factor elF-4A parece ser el responsable de los
requerimientos de ATP que presenta la iniciacidon; es capaz de
unirs¢ a regiones CAP del ARNm cuando forma parte del complejo
elF-4F, y lo hace en presencia de ATP (Grifo y col., 1983 ; Edery y
col., 1983; Sonenberg, 1981). No parece que sea susceptible de
fosforilacion (Duncan y col.,, 1985) y la actividad ATPasa que
presenta libre 6 unido a elF-4F, esta estimulada por elF-4B (Grifo
y col., 1984) y por cadenas simples de ARNm (Abramson y col.,
1987). S¢ piensa que tiene una funcién en el relajamiento de la
secuencia 5 leader del ARNm, permitiendo asi que el ribosoma
recorra ¢l ARN mensajero hasta encontrar el codon AUG imiciador
(Ray y col..1985)

Ei factor elF-4B puede ser fosforilado reversiblemente
(Duncan y col., 1985). Es capaz de unirse a regiones CAP del
mensajero solo en presencia de elF-4A, eIF-4E y p220, siendo
también necesaria la presencia de ATP. Se¢ piensa que actuaria
estimulando la unién de elF-4A a las regiones CAP del ARNm
(Grifo y col., 1983; Ray y col.,, 1985; Ray y col., 1986) y que
participaria en la liberacion del factor elF-4E en forma de
complejo elF-4F, lo que permitiria la posterior unién del factor a
otras regiones CAP de mensajeros diferentes (Ray y col., 1989).

La funcién dei polipéptido p220, no es bien conocida. Parece

se indispensable para que tengan lugar una gran parte de las
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interacciones entre los factores. El hecho de que elF-4E se una a
regiones CAP, elF-4A lo haga preferentemente a ARN de cadena
simple y que los 2 polipéptidos s¢ unan a p220, parece indicar que
éste factor, p220, actuaria colocando la molécula elF-4A en
posicion adyacente al CAP (Ray y col., 1985).

Los diferentes pasos de la formacién del complejo de
iniciaciéon 48 S. no son bien conocidos. No obstante Rhoads (1988)
ha postulado un modelo en el cual se divide el proceso en 6 etapas

y que se esquematiza en la figura 3.

2.1.1.4.- Regulacion de la iniciacion a nivel de la formacion
del complejo 48 S.

El principal punto de regulacién en la formacion del complejo
de iniciacién 48 S, seria a nivel del reconocimiento del CAP.
Independientemente de que esté libre o formando un complejo, el
factor ¢lF-4E es, probablemente, el primer factor que encuentra al
ARN mensajero. ademias es el menos abundante de todos los
factores de iniciacion (Duncan y col.,, 1987; Hiremath y col., 1983) y
estd en menor proporcién que el ARNm, lo que sugiere que podria
ser limitante para la utilizacion del mensajero.

El factor elF-4E es, ademads, susceptible de fosforilacion
(Rychlik y col.. 1986; Duncan y col., 1987), habiéndose encontrado
en reticulocitos de conejo proteinas quinasas especificas para elF-
4E (Hagedorn, 1987).

Los primeros estudios sobre la fosforilacién de elF-4E

condujeron a establecer un unico punto de fosforilacion localizado



FIGURA 3
MODELO PROPUESTO PARA LA FORMACION DEL COMPLEJO DE INICIACION 48 S.
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El esquema representa el modelo propuesto por Rhoads en 1988, en el que se engloban los

procesos prineipales (ue tienen lugar durante la formacién de los complejos de iniciacidén 48 S.



en una serina en posicién 53 (Rychlik y col.,, 1987). En
experimentos posteriores se han visto miltiples formas de
fosforilacion, de las cuales la localizada en serina-53 (Joshi-Barve y
col., 1990), tiene implicaciones reguladoras. Aunque la principal
funcion del elF-4E (union a regiones CAP del ARNm) no esté
alterada por la fosforilacion (Duncan y col., 1987; Bonneau y
Sonenberg, 1987; Hiremath y col., 1989), recientemente se¢ ha
demostrado una nueva actividad para éste factor (Hiremath y col.,
1989), que seria la unidén del ARN mensajero a la subunidad
pequeiia ribosomal. Para ésta funcién, si parece ser indispensable
la fosforilacion en Ser-533.

La desfosforilacion de elF-4E, concide con una disminucion
en la actividad de sintesis de proteinas 1o que ha podido ser
establecido en determinadas situaciones tales como choque
térmico (Duncan y col, 1987} & durante la mitosis (Bonneau y
Sonenberg. 1987). La fosforilaciéon es paralela a un incremento en
la biosintesis de proteinas, en células 3T3 activadas con suero o en
linfocitos T estimulados mitogénicamente (Hiremath y col., 1989),
lo que sugiere que la fosforilacion puede promover la activacion de
elF-4E, y asi podria constituir uvna forma de regulacién de la
sintesis de proteinas. La observacion de que la fosforilacién de
elF-4E es activada por ésteres de forbol (Morley y Traugh, 1989)
implica ¢l papel de la proteina quinasa C en la regulacion de la
sintesis de proteinas. Otro activador de fosforilacion del elF-4E
parece ser la insulina (Morley y Traugh, 1988).

La fosforilacién también parece intervenir en la asociacién

entre elF-4E y p220, observacién realizada tanto en células del



tumor de Ehrlich (Lamphear y Panniers, 1990), como en lisados de
reticulocitos de conejo (Joshi-Barve y col.. 1990).

La regulacion de la iniciaciéon de la sintesis de proteinas a
nivel de la formacion del complejo 48 S, puede experimentar otra
modulacion y puede venir dada por la accesibilidad del CAP, por la
presencia de estructura secundaria en las inmediaciones del CAP
(Lawson y col., 1986; Ray y col.,, 1986) y por la presencia de
estructura secundaria lejos del CAP. pero por encima del codon
iniciador AUG (Pelletier y Sonenberg, 1985). La introduccién de
estructura secundaria proxima al CAP disminuye la interacion de
los factores de iniciacion y altera el desdoblamiento del ARNm
(Lawson y col., 1986; Abramson y col.,, 1987). La accesibilidad del
CAP estd relactonada con la eficacia de la iniciacidon de algunos
ARNm de virus (Godefroy-Colburn y col., 1985). Recientes
investigaciones permiten establecer correlacion entre la eficacia de
algunos analogos CAP como inhibidores de la sintesis de proteinas,
y su afinidad por elF-4E, estando la unidén entre determinados
analogos del CAP y el elF-4E relacionada con el nivel de

protonacién de determinados residuos de histidina (Carberry vy

col., 1990).

2.1.2.- Crecimiento de cadenas peptidicas.

Se conoce poco acerca del mecanismo de accion de los
factores que intervienen en la etapa de crecimiento de cadenas
peptidicas, pero en los dGltimos afios se han podido establecer que

variaciones en su estado de fosforilacidén podrian intervenir
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modulando la sintesis de proteinas. En extractos acelulares libres
de ribosomas obtenidos de reticulocitos de conejo y de higado de
rata, se ha descrito que la fosforilacion de eEF-2 por una proteina
quinasa dependiente de Ca*™* (Nairn y Palfrey, 1987) 6
Ca**/calmodulina dependiente (Ryazanov, 1987), conduce a la
inactivacion de eEF-2. Se desconoce la funcidon concreta de la
fosforilacion pero se ha visto que la forma fosforilada bloquea el
paso del aminoacil-peptidil-tRNA desde el sitio A (aminoacil) al P
(peptidil) del ribosoma (Ryazanov y Davydova, 1989), y esti
relacionada con una 1inhibicion de la etapa de crecimiento de
cadenas peptidicas (Ryazanov y col., 1988; Celis y col., 1990;
Sitikov y col.. 1988).

Se han observado también modificaciones estructurales y
funcionales de determinadas proteinas ribosomales, como
consecuencia de la union de eEF-2 (Marzouki y col., 1990).

Otro punto de regulacién de la sintesis de proteinas en la
ctapa de crecimiento de cadenas peptidicas, es a nivel del reciclaje
del eEF-ia. Igual que sucede en procariotas, la disociacion de GDP
desde eEF-la tiene lugar por la formacion de un complejo ternario
transitorio eEF-1a.GDP.eEF-1py. Del estudio de las constantes de
equilibrio de la asociacion de GTP y GDP, se puede pensar que el
reciclamiento de eEF-la puede ser una ectapa limitante en el

proceso de traduccidn en células eucariotas (Janseen y Moller,

1988).
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2.2.- PERTURBACIONES DE FLUJOS 1ONICOS QUE ACOMPANAN AL
TRANSPORTE DE AMINOACIDOS.

En el afio 1913-14 Van Slyke y Meyer observaron que la
concentracion de grupos o-amino era mucho mas elevada en
higado que en plasma. Ha sido en los 10 dltimos afios cuando se
han realizado los mayores avances en ¢l conocimiento de los
mecanismos de transporte de aminoacidos en higado (Kilberg,
1982},

El influjo celular de aminoacidos suele estar acompafiado de
iones y de agua (Sharschmidt y Van Dyke, 1983), provocando
cambios en las concentraciones y flujos de otros iones, asi como en
el volumen celular, quec podrian estar relacionados con el
mecanismo  de accidn de los aminodcidos como moduladores
bioldgicos.

La entrada de aminoacidos neutros en c€lulas animales tiene
lugar a través de diferentes sistemas de transporte, muchos de los
cuales son capaces de transportar el mismo tipo de sustrato. Se
diferencian en que presentan distinta sensibilidad a los iones ¢
inhibidores, y distinta afinidad por los sustratos que transportan.

. Ei sistema de transporte A (Edmondson y col., 1979;
Kristensen y col., 1983), reacciona mayoritariamente con
aminoacidos de cadena corta, polar ¢ con cadenas laterales lineales,
como es ¢l caso de alanina ¢ glicina. El transporte mediado por éste
sistema, se caracteriza por ser dependiente de Na* y por estar
altamente limitado a pH extracelular bajo. Suele resultar inhibido

por la elevacion intracelular del aminoacido que transporta.
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El sistema L es el mas importante transportador de
aminoacidos de cadena ramificada y de aminodcidos arométicos,
como es ¢l caso de leucina, isoleucina, valina y fenilalanina. Es
independiente de Nat y, en ocasiones, resulta estimulado a pH
extracelular 4cido y por la concentracion intracelular de dichos
aminodcidos.

Otro sistema de transporte dependiente de Na', caracterizado
posteriormente en células Ehrlich (Christensen y col., 1967), es el
denominado ASC, que reconoce exclusivamente alanina, serina y
cisteina. Se diferencia del sistema A por ser relativamente
insensibie a pH. presentar alta estereoespecificidad, y por ser
estimulado por la elevacion intracelular de los aminoicidos que
transporta. Es un transportador muy abundante y presenta un
amplio rango de sustratos con los que reacciona en cultivos de
hepatocitos de rata (Edmondson y col., 1979; Gazzola y col., 1980;
Franchi-Gazzola y col., 1982).

En hepatocitos de rata se ha descrito un sistema de
transporte dependiente de Na', que reacciona exclusivamente con
glutamina, asparagina e histidina (Kilberg y col.,, 1980; Handlogten
y col., 1982), el sistema N. Se diferencia del sistema A en que su
actividad resulta notablemente incrementada después de la
supresion de aminoacidos (Kilberg, 1980). Se piensa que éste
sistema de transporte estd presente exclusivamente en el higado

(Kilberg, 1982).
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2.2.1.- Transporte de alanina.

La alanina ocupa una posicién clave en el metabolismo de los
aminodcidos en células de mamiferos. Proporciona esqueletos de
carbono para la sintesis de glucosa y ademas sirve para transferir
nitr6geno al higado para la sintesis de urea (Felig, 1975; Felig y
col., 1970: Snell, 1980). También estimula gluconeogénesis
(Friedrich y Schoner, 1974; Llorente y col., 1970) y la formacién de
glucdgeno (Katz y col., 1976), y presenta un marcado efecto
inhibidor de cetogénesis (Nosadini y col., 1980). Su transporte es
requisito previo para que todos estos sucesos metabdlicos tengan
lugar, vy es de destacar que, en determinadas condiciones, éste
transporte puede ser limitante para la utilizaciéon del aminodcido
(Christensen. [983; Fafournoux y col., 1983; Groen y col., 1982;
McGivan y col., 1981; Sips y col., 1980).

L.a entrada de alanina en hepatocitos aislados es, en casi su
totalidad, dependiente de Na* (Riggs, 1970). estando mediado, a
concentraciones fisioldgicas del aminoacido, por el sistema A
(Riggs, 1970: Fehlmann y col., 1979). El transporte de alanina
acoplado a Na' presenta una proporcion molar 1:1 (Weissbach y
col., 1982; Giles y col., 1980; Riggs, 1964; Riggs. 1970), siendo la
fuerza conductora del mismo, el gradiente electroquimico para el
ion Na' existente a través de la membrana plasmatica. Como
consecuencia del transporte acoplado se produce un incremento
intraceluiar en la concentracion de Na't, que induce toda una
secuencia de procesos reguladores. La entrada de alanina en la

célula induce la activacion indirecta de la ATPasa Nat/K+ (Shotwell
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y col.,, 1983; Hjaimarson y Ahfren, 1967), lo que favorece que se
restaure el gradiente electroquimico para Na*. Esto provoca un
mayor influjo del aminodcido e induce la elevaciéon de la
concentracion intracelular de K% hasta niveles no fisiologicos;
ambos, K* y alanina, son sustancias osmoéticamente activas que,
como tales, incrementan ¢l volumen celular lo cual puede llegar a
producir lisis de los hepatocitos. La salida pasiva de K¥ (Weissbach
y col., 1982; Foster y Pardee, 1969; Sepilveda y Smith, 1978) ha
sido relacionada con mecanismos de regulacion del volumen
celular (Shotwell y col., 1983). En estudios posteriores se ha visto
que la alanina activa canales de K* dependientes de Ca*t (Bear y
Petersen, 1987: Sheppard y col., 1988) y que la salida pasiva de K™
parece ser independicate de la activacion de la ATPasa Nat/K*
(Cohen y lLechene. 1988 a y b; Cohen y Lechene, 1990).

El influjo de Na® que acompaia al transporte de alanina
puede provocar también una disminucion de la salida de HY, a
través de! intercambiador Na*/H*, descrito por Murer y col.
(1976). Este es el mecanismo mas ampliamente estudiado en la
regulacion del pH intracelular. Este sistema intercambiador esta
presente en todos los tipos celulares, siendo la fuerza motriz el
gradiente de Na® a través de Ja membrana plasmatica. De forma
secundaria depende de la hidrolisis de ATP, via ATPasa Na*t/K*
(Frelin y col., 1988). Funciona, generalmente, alcalinizando el
medio intracelular, siendo maxima su actividad a pH intracelular
acido y practicamente inactivo cuando el pH presenta valores por
encima de 7.5, de ahi su importante funciéon en el control del pH

intracelular (Vigne y col., 1985 a; Frelin y col., 1985).
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La mayoria de los efectores bioldgicos descritos (hormonas o
factores de crecimiento), producen alcalinizacion celular (Frelin vy
col., 1988). La activacion del sistema Na*/Ht se logra por
diferentes mecanismos que pueden operar simultaneamente;
puede ser mediada por proteina quinasa C, que se activa en
presencia de diacilghicerol procedente de la hidrdlisis de inositol
tostolipidos por la unién de un efector especifico a receptores de
membrana (Vigne y col.. 1985 b). En determinadas células, un
incremento en la concentracion intracelular de Ca*t activa el
intercambiador Na*/H™ (Owen y Villercal, 1982; Owen y Villereal,
1985), por lo que se piensa que la proicina quinasa Ca**-
calmodulina-dependiente mediaria el efecto del Ca'?t (Villareal,
1981; Muldoon y col., 1985; Owen y Villereal, 1985). Algunos
autores han descrito que la activacidén del intercambiador Na'/H*
dependiente de Ca™™, incluye la participacion de la fosfolipasa A2
(Huang y col.. 1987). En algunos tipos celulares se ha detectado
inhibiciéon del sistema Na*/H™ por la accién de AMPc (Reuss vy
Petersen, 1985; Kahn y col., 1985; Weinman y col., 1987).

En hepatocitos aislados de rata, el intercambiador Nat/H*
junto con el transportador C1-/HCO;", son los méaximos
responsables implicados en los mecanismos de regulacion del pH
intracelular (Henderson y col., 1987; Renner y col., [989).

La existencia de un sistema de transporte que actda
regulando el pH intracelular y el hecho de que el transporte de
alanina se efectue principalmente acoplado a Na's nos permite

plantear la posibilidad de que los efectos fisiologicos de la alanina
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pudieran estar mediados por cambios en los flujos idnicos y/o

modificaciones en el pH iatracelular.



PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
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Las evidencias experimentales anteriormente mencionadas,
sugieren que los aminodcidos pueden intervenir como
moduladores de una gran variedad de procesos biolodgicos, entre
ellos la actividad de sintesis de proteinas. Resultados anteriores
han demostrado que el efecto de los aminoé4cidos, alanina vy
prolina, sobre la sintesis de proteinas hepaticas se produce
fundamentalmente en animales mantenidos en ayuno. En
hepatocitos aislados la sintesis de proteinas es un 50% menor
cuando los hepatocitos proceden de un animal mantenido en ayuno
durante 48 horas (Girbés y col., 1984); ésta diferencia desaparece
cuando el medio es suplementado con una mezcla fisiolégica de
aminodcidos. Dicha mezcla de aminoacidos no tiene ecfecto en
hepatocitos de animales alimentados ad libitum (Girbés y col,
1984). Los mismos resultados han sido posteriormente
confirmados in vivo e in vitro, aunque en el primer caso um soélo
aminodacido podia rtevertir la inhibicion de sintesis de proteinas
ocasionada por el ayuno (Pérez-Sala y col., 1987).

Durante ¢l ayuno la reduccién en las tasas de sintesis de
proteinas se acompaiia de amplias variaciones en los niveles
hepaticos y plasmaticos de aminoacidos; ademdas los aminoicidos
son los dnicos sustratos a partir de los cuales puede sintetizarse
glucosa de novo, proceso clave en el metabolismo celular, ya que
en ausencia de un aporte exdgeno de glucosa, el organismo debe
utilizar sustratos endoégenos para mantener los niveles
estacionarios de glucosa y asegurar su supervivencia; ésto ocasiona
competencia entre las dos vias metabdlicas que precisan

aminodacidos: gluconeogénesis y sintesis de proteinas.
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El modelo bioldgico elegido para establecer los efectos que el
ayuno y la administracion de aminoacidos ocasionan sobre la
sintesis de proteinas hepaticas, fueron hepatocitos aislados de
animales mantenidos en ayuno durante 48 h., y de animales
alimentados ad [libitum, como controles. El empleo de hepatocitos
aislados como modelo experimental, nos permite controlar un
mayor nimero de variables y estudiar simultaneamente
condiciones diferentes frente a un mismo control. De igual forma,
se eliminan factores ajenos al o6rgano que pudieran influir en la
actividad de dicho proceso. Presenta, no obstante, la desventaja de
que los hepatocitos carecen de sus interrelaciones fisiologicas, y
también puede ocurrir que durante el proceso de preparacion se
produzca una disminucion del contenido celular de intermediarios,
que perturbe la actividad de ciertos procesos al limitar la
disponibilidad de sustratos ¢ efectores.

Abordamos nuestro estudio valorando, por un lado, el efecto
del ayuno y de la administracién de aminodcidos individuales
sobre la actividad de sintesis de proteinas en células hepaticas.
Utilizamos como estimuladores la alanina y la prolina, por ser los
aminoacidos que presentan un mayor efecto sobre la actividad
biosintética de proteinas (Pérez-Sala y col., 1987). Para valorar el
etecto de las alteraciones de flujos 10nicos a través de la
membrana plasmatica inducidos por aminoacidos, sobre la
actividad de sintesis de proteinas, hemos perturbado el equilibrio
i6nico mediante la utilizacion de iondforos y de inhibidores

especificos.
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Los estudios en higado perfundido permitieron conocer los
cambios que el ayuno y los aminodcidos inducen, sobre los flujos
ionicos de Kt y Catt, asi como su efecto sobre el pH.

En las condiciones experimentales descritas anteriormente,
hemos cuantificado los efectos sobre el proceso de imiciaciéon a
nivel de los factores que intervienen en el proceso, por ser esta la
etapa que, in vivo, resulta principalmente regulada. Los
experimentos se¢ realizaron en hepatocitos aislados, en paralelo con
experimentos in vivo, lo que nos permitid reconocer los efectos

derivados de privar a las células de sus interrelaciones fisioldgicas.



MATERIALES Y METODOS



LR
ta

I.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

L.os experimentos fueron realizados utilizando ratas macho
de la raza Wistar, cuyos pesos oscilaban entre 180-220 gramos en
el momento de su utilizacién (excepto en los casos en que se
especifican otras condiciones). Fueron mantenidos con luz,
temperatura y humedad controladas. Los animales se alimentaron
ad libitum ¢ se sometieron a periodos de ayuno de 48 h; durante

los cuales unicamente se les administrd agua.

2.-  REACTIVOS.

La mayoria de los experimentos fueron realizados utilizando
reactivos adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. U.S.A) 6
en Merck (Darmstadt, R.F.Alemania). La colagenasa se obtuvo de
Worthington Biochemical Co. (New Jersey, U.S.A.). Las enzimas se
adquirieron de Bochringer (Mannheim, Alemania). Los compuestos

radioactivos en Amersham (Inglaterra).

3.- MANIPULACION DE ANIMALES Y OBTENCION
DE BIOPSIAS HEPATICAS.

LLos animales fueron anestesiados con Nembutal sdédico (40
mg/kg de peso corporal), aproximadamente 5 minutos antes de ser
operados.

l.a administracién de L-alanina se realizé 10 minutos antes
de sacrificar el animal, mediante inyeccién intraperitoneal de una

solucion del sustrato en suero salino (1 mmol/kg de peso corporal).
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Cuando la administracidon fué intraportal, se llevé a cabo la
inyeccion lenta (aproximadamente en 30 segundos) de wuna
solucién isoosmoética del aminoacido (2.5 ml/kg de peso corporal).
Transcurridos 5 minutos se procedidé a la toma de biopsias.

Las biopsias hepaticas se tomaron tras exponer el drgano,
mediante incision abdominal amplia y fueron procesadas, segin
expondremos. En los casos en que se tomaron dos biopsias de cada
animal, segdin los requerimientos analiticos, la inicial se tomd

previa ligadura del 16bulo correspondiente.

4.- PERFUSION HEPATICA.

El sistema de perfusiéon en circuito abierto es similar al
descrito posteriormente para la preparacion de hepatocitos
aislados, utilizando tampén Krebs-Ringer bicarbonatado como
medio de perfusion. El sistema lleva acoplado al efluente hepatico
electrodos especificos para determinar pO,;, pK™*, pCa?* y pH. La
seflal recogida por los electrodos es amplificada y digitalizada
mediante ¢l conversor analégico digital HP 2431 de Hewlett
Packard. Los datos ya digitalizados son recogidos cada 6 segundos
con | un ordenador personal a través de una puerta de
comunicacién HPIB (IEE 488). Los datos fueron recogidos en hojas
de cdlculo, disponibles comercialmente, para su ulterior analisis y

representacion.
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5.-  PREPARACION DE HEPATOCITOS AISLADOS.

El procedimiento seguido para el aislamiento de las cé€lulas
hepaticas. fué el de perfusion del sistema vascular hepatico con
colagenasa, descrito por Seglen (1976), modificacién del
originalmente descrito por Berry y Friend (1969). Mediante é&ste
procedimiento se consigue digerir el estroma reticular que
mantiene la estructura del tejido. El equipo utilizado para la
perfusion ha sido descrito anteriormente por Parrilla y Ayuso-
Parrilla (1976), y Willianson y Tischler (1979), y se esquematiza

en la figura 4.

5.1.- DIGESTION CON COLAGENASA.

Después de anestesiar el animal con Nembutal (40 mg/kg de
peso corporal), se realiza una incision abdominal amplia. Las
visceras se retiran hacia el lado izquierdo del animal para exponer
la vena porta, y se canula dicha vena con un cateter biselado de
polietileno, por el que se hace fluir tampén Krebs-Ringer (Krebs-
Henseleit, 1932) bicarbonatado, libre de Ca2* y conteniendo 10
mM glucosa. Tras ligar el cateter se cortan la aorta y la vena cava a
nivel de la bifurcacion pélvica para permitir el drenaje de sangre y
la evacuacion del fluido de perfusion. El pH del medio de perfusiéon
serd equilibrado a 7.4 con una mezcla gaseosa de 95% O, y 5%
anhidrido carbonico. La ausencia de Ca2* en el medio extracelular
va a producir una desorganizacion del estroma hepatico, que

facilita el posterior ataque proteolitico por colagenasa; la perfusion



FIGURA 4
ESQUEMA DEL SISTEMA DE PERFUSION HEPATICO
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se realiza en régimen abierto a una temperatura de 33°C, y con un
caudal de 30 ml/min.

Transcurridos 5 minutos se¢ perfunde el o6rgano con 60 ml de
tampon Krebs-Ringer bicarbonatado, que contiene gelatina al 1.5%
(p/v), 10 mM glucosa, 0.5 mM cloruro calcico y 200 U/ml de
colagenasa. La temperatura subird a 37°C, al mantenerse un
régimen de perfusién en circuito cerrado. Esta etapa del proceso de
aislamiento de células hepaticas durarda entre 15 y 20 minutos.
pudiendo ser observado el grado de digestion proteolitica por la
disminucion del fluido recirculante y por el estado de
edematizacion del oOrgano.

A continuacién se procede a eliminar la colagenasa del
higado. mediante la perfusion (3-4 minutos) con tampédn Krebs-
Ringer bicarbonatado. Posteriormente se trocea el higado y se
filtra através de una malla fina de nylon, incubando las células
liberadas (5 minutos) en un bafio en agitacion a 37°C, para
conseguir la lisis de las cé€lulas daiadas. Al finalizar la incubacion,
la eliminacion de las células danadas, se realizé mediante
centrifugacion diferencial. Los hepatocitos dafiados tienen menor
densidad por la retencion de agua en su interior. Se centrifugaron
las células a baja velocidad (500 x g). durante {-2 minutos. El
proceso se repitio tres veces, elimindndose el sobrenadante, donde
quedarian en suspension las células danadas y resuspendiendo las
células sedimentadas con tampon Krebs-Ringer bicarbonatado,

equilibrado con 95% 0.:5% CO;,



5.2.- CRITERIOS DE VIABILIDAD.

Criterios morfolégicos y criterios funcionales, son los que
habitualmente se utilizan para determinar la viabilidad de las
preparaciones de hepatocitos.

Los criterios morfolégicos mas utilizados son el aspecto que
presenta ¢l sedimento tras la centrifugacion, y la tincion de las
células con el colorante vital azul de tripano.

La tinciéon se lleva a cabo anadiendo 0.3 ml de solucidn
isoténica de colorante (150 mg de azul de tripano y 120 mg de Cl
Na, en 25 ml de agua) a 0.1 ml de suspensidén de células. Después
de incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, la
suspensién celular se examina al microscopio Optico. El colorante
solo entrard y. por tanto, tedird, aquellas células cuya membrana
plasmatica esta danada. Habitualmente se obtuvieron
preparaciones donde menos del 5% de las células resultaron
tefitdas con ¢l colorante.

Los criterios funcionales empleados son la determinaciéon de
las tasas de gluconeogénesis, ureogénesis y sintesis de proteinas.
Cuando las preparaciones celulares son viables, éstos procesos

muestran linearidad durante al menos 2 horas.

5.3.- DETERMINACION DE PESO HUMEDO Y PESO SECO.

Los resultados de ésta tesis han sido expresados en funcidn
del peso himedo de las células. El peso himedo fué determinado
centrifugando alicuotas de 0.5 ml de la suspension de hepatocitos,

durante 2-3 minutos a 13000 x g, en tubos de centrifuga
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pretarados. Fueron posteriormente pesados, tras decantar el
sobrenadante y secar, cuidadosamente, las paredes, y, por
diferencia, se obtuvo el peso himedo de las células. La liofilizacion
de los sedimentos, permite conocer €l peso seco de las células.

En la Tabla 1, se exponen las relaciones de peso himedo a
peso seco obtenidas por diferentes autores, asi como la relacidn
entre diversas formas de expresion de los resultados en estudios

metabolicos con hepatocitos.

6.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE SINTESIS
DE PROTEINAS.

6.1.- INCORPORACION  DE L-[3H]-VALINA EN PROTEINAS EN

HEPATOCITOS AISLADOS.

La sintesis de proteinas totales en células aisladas se
determiné midiendo la incorporacidon en proteinas de un precursor
radioactivo, L-[3H]-valina (10 uCi/umol). Para evitar variaciones en
la actividad especifica del precursor debidas al aumento de Ia
concentracién del aminoacido no radioactivo precedente de
proteolisis, administramos la L-[3H]-valina a concentraciones
cercainas a la saturacion (0.5 mM) (Girbés y vol., 1983) de forma
que la actividad especifica del precursor no sufriese variaciones
significativas.

Las células (40 a 50 mg/ml) fueron incubadas en matraces
de plastico a 37°C. en un baho con agitaciéon orbital, en un medio
compuesto por solucion Krebs-Ringer cuyo pH se mantuvo en 7.4

mediante equilibraciéon con una mezcla gaseosa del 95% O, y 5%



TABLA 1

CONTENIDO EN AGUA Y PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE RATA

PROTEINAS
21.6% del peso hamedo
(Geelen y col., 1976)
92.8% del peso himedo
RELACIONES DE PESO HUMEDO/PESO SECO:
4.29% (Geelen y col., 1976)

3.77% (Berry y col., 1972)

346% (Girbés y col., 1984)

N® DE CELULAS POR GRAMO DE PESO HUMEDO:

1.19 x 108 (Geelen y col., 1976)
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CO3, con ficoll 70 al 2% {(p/v), L-[3H]-valina (10 uCi/umol) y los
diversos sustratos e inhibidores que se detallan en los resultados.

A los tiempos de incubacion deseados se tomaron alicuotas
de 200 ul por triplicado que fueron inmediatamente acidificadas
con 2 ml de acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v). A
continuacion las muestras se incubaron a 90°C durante 30 minutos
para hidrolizar los aminoacil-tRNAs. Posteriormente el material
insoluble en acido se recogié por filtracién a través de membranas
de fibra de vidrio de 2.5 cm de diametro (Whatmann GF/A), vy los
filtros se lavaron 3 veces con 2 ml de TCA al 10 % y dos veces con
2 ml de etanol 96% (v/v). Finalmente los filtros se secaron y se
transfirieron a viales que contenian 2 ml de liquido de centelleo (6
g de PPO y 6 mg de POPOP por litro de tolueno). Para determinar
fa radiactividad retenida por los fiitros de manera inespecifica se
procesaron alicuotas correspondientes a tiempos cero y los valores
obtenidos se¢ restaron de los demads.

La tasa de incorporacién de L-[3H]-valina en proteinas fué
calculada con los valores de incorporacion de los tiempos 30 y 60
minutos de incubacién, dado que la linearidad de incorporacidon de
isOtopo en proteinas solo se alcanza transcurridos unos minutos de
incubacidn, necesarios para conseguir una adaptacion al medio de

los sistemas enzimaticos y metabolicos celulares.
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6.2.- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR DE INICIACION eiF-2

6.2.1.- Preparacion de [35S]-metionil-tRNA.

Para la preparaciéon de [3°S]-metionil-tRNA se siguid el
procedimiento descrito por Takeishi y col. (1968), modificiacién
del inicialmente descrito por Nishimura y Novelli (1965).

Las enzimas aminoacil-tRNA sintetasas, se obtuvieron de E.
Coli por el procedimiento descrito por Rajbhandary y Ghosh
(1969). El medio de reacciéon contenia trietanolamina 250 mM a pH
7.5, cloruro potasico 250 mM, ditiotreitol 10 mM, ATP 20 mM,
acetato  magnésico 40 mM, CTP 5 mM, ([35S}-metionina
(aproximadamente 10 M, actividad especifica 1360 uCi/umol),
tRNA 5 mg/ml y 160 ul de una preparacidon de aminoacil-tRNA
sintetasas, para un volumen total de 2 ml

Transcurridos 13 minutos de iniciarse la reaccién incubando
a 30°C, se adicionaron 0.2 m! de una solucion de acetato sodico 2
M, pH 5.35, y 4 ml de agua saturada con fenol. La mezcla se dejd
en agitacion constante durante 5 minutos a 4°C.

Después de centrifugar 5 minutos a 2000 x g, se separé la
fase acuosa y sc¢ realizd re-extraccion de {a fase de fenol,
afladiendo 1.6 ml de una solucién que contenia acetato sdédico 50
mM, pH 35, y acetato magnésico 50 mM. Después de 5 min. en
consiante agitacion la mezcla fué de nuevo centrifugada. Se recogid
la fase acuosa, y se combind con la anterior, siendo dializada la
mezcla contra una solucidn de acetato sdédico 50 mM, pH 5, y

cloruro sddico 0.5 M. durante 12-18 horas a 42C.
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Por cada 10 ml de muestra obtenida se anadieron 2,5 ml de
1 M acetato potasico pH 5.5, y 10 ml de etanol absoluto. Se dejé a
-20°C durante 12-18 horas. Después de centrifugar 30 minutos a
10.000 x g, el precipitado obtenido se lavéo con etanol absoluto. El
etanol se eliminé por evaporacion, y el precipitado se disolvié en
acetato sodico 20 mM, pH 5, en el volumen adecuado para obtener

aproximadamente 106 cpm/ul.

6.2.2.- Formacion de complejos ternarios elF-2.GTP,
metionil-tRNA.

LLa actividad del factor de iniciacién de sintesis de proteinas
de células eucariotas (elF-2), presente en sobrenadantes
postmitocondriales de homogenados hepaticos, fué determinado
segun una adaptacion del método descrito por Harbitz y Hauge
(1976).

Los extractos postmitocondriales fueron preparados de
higados de ratas cuyos pesos oscilaban entre 100-120 g., en el
momento de su utilizaciéon. Los animales fueron alimentados ad
[ibitum O mantenidos en ayuno durante 48 h. En los casos en que
se administro  alanina, €sta se inyectd intraperitonealmente
(I mmol/kg de peso corporal) disuelta en suero salino. A los 10
minutos se¢ tomaron biopsias hepéaticas de aproximadamente 1 g,
que fucron rapidamente congeladas en nitrégeno liquido hasta su
procesamiento. Las biopsias se homogenizaron con 3 volimenes de
un medio que contenia trietanolamina 50 mM pH 7.6, acetato

magnésico 5 mM, cloruro potasice 120 mM, glicerol 2.3% (p/v) y
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ditiotreitol 0.5 mM. Los homogenizados fueron centrifugados a
10.000 x g, durante 10 minutos a 0°C, y el sobrenadante fué de
nuevo centrifugado a 150.000 x g durante 3 horas a 0°C. El
sobrenadante postmitocondrial asi obtenido fué almacenado en
nitrégeno liquido hasta su procesamiento.

La presencia en el medio de homogenizaciéon de
concentraciones de KCi del orden de 250 mM, proporciona una
fuerza idnica elevada, que permite extraer y analizar ¢l factor elF-
2 ligado a estructuras celulares (elF-2 total), mientras que
concentraciones de KC| menores ¢ iguales a 120 mM, permiten
extraer, preferentemente, la fraccidn hbre de elF-2.

Los ensayos para determinar la actividad del factor iniciador
elF-2, se basan en la rapidez con que se forma el complejo
ternario, elF-2.GTP.metionil-tRNA, in vitro, cuando sus
componentes son incubados en las condiciones adecuadas. La
reaccion puede ser valorada cuantitativamente reteniendo los
complejos en filtros de nitrocelulosa, y utilizando como marcador
radioactivo [33S}-metionil-tRNA.

La mezcla de incubacion contenia trietanolamina 50 mM, pH
7.6, ‘ditiotreitol 1 mM, cloruro potasico 100 mM, acetato magnésico
2 mM, GTP 0.5 mM. fosfoenolpiruvato (PEP) 3 mM y piruvato
quinasa 10 U/ml, como sistema regenerador de GTP.

En presencia de Mg2* en el medio de incubacién la actividad
del factor efF-2 es totalmente dependiente del Factor
Intercambiador de Nucleotidos de Guanina (elF-2B). Los ensayos
en presencia de EDTA 1 mM, como agente quelante de Mg?™,

eliminan dicha dependencia. De éste modo, comparando los
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ensayos de actividad del factor elF-2, en ausencia y en presencia
de Mg?*, cuantificamos indirectamente la actividad del elF-2B.

El sobrenadante postmitocondrial suponia el 5% de la mezcla,
porcentaje que permitia obtener respuestas de linecaridad respecto
al tiempo. La reaccién se inicid tras la adicion de [33S}-metionil-
tRNA.

l.a incubacién se realizé a 30°C. A los tiempos 0, 2, 4 y 6
minutos, s¢ tomaron alicuotas de 50 ul, que fueron
inmediatamente anadidas a tubos de ensayo que contenian 4 ml
de una soluciéon tampén trietanolamina 50 mM, cloruro potasico 90
mM vy acetato magnésico 5 mM, a 0°C, para detener la reaccion, y
se filtraron através de membranas de mnitrocelulosa. Los filtros
fueron lavados con 8 ml de la misma solucién. Una vez secos, se
transfirieron a viales que contenian 2 ml de liquido de centelleo
(Tolueno-PPO/POPOP).

Los resultados se expresan en cpm x min'!' x mg! de
proteina en el sobrenadante postmitocondrial. La concentracion de

proteinas se determindé por el método de Lowy (Lowry y col.,

1951).

6.3.- OBTENCION DE PERFILES DE POLIRRIBOSOMAS EN

HEPATOCITOS AISLADOS.

Para la obtencion de los perfiles de polirribosomas utilizamos
los métodos descritos previamente (Henshaw y col., 1971).

Los hepatocitos (150-200 mg/ml) procedian de ratas
alimentadas ad [libitum 6 bien de animales que bhabian sido

sometidos a periodos de ayuno de 48 horas. Fueron incubados a



372C en un tampdén Krebs-Ringer bicarbonatado que contenia Ficoll
70 al 2% vy, tras un periodo de preincubaciéon de 15 minutos, el
aminoacido L-alanina fué afnadido al medio para dar una
concentracion final de 2 mM. A los controles les fué anadido el
mismo volumen de solucidén salina.

A los tiempos de incubacion que se indican en los resultados,
se tomaron alicuotas de 2.5 ml, que se anadieron sobre el mismo
volumen de un tampoéon 100 mM rietanolamina, pH 7.3, con
cloruro magnésico 10 mM y cloruro potasico 50 mM, mantenido a
4°C (Medio A x 2), y que contenia Tritén-X-100 para alcanzar una
concentracién final del 0.3%.

La mezcla resultante fué centrifugada a 5000 rpm durante 5
minutos a 4°C., por cada 3.3 ml de sobrenadante se anadieron (.43
ml de deoxicolato sodico al 20% (p/v) v 7.4 mi de una solucién de
sacarosa 2.3 M que contenia mercaptoetanol 7 mM, y que habia
sido preparada en medio A. El sobrenadante asi diluido se¢ colocéd
en tubos de centrifuga que contenian 3.4 ml de medio A con
sacarosa 2.3 M y 0.6 ml de fraccién postribosomal de extracto
hepatico que contiene un potente inhibidor de ribonucleasas (cell
sap) - (Shortman, 1962., Wollenberger y col., 1960). Después de
centrifugar a 150.000 x g durante 16 horas, el sedimento fué
resuspendido en (0.5 m! de medio A. Esta suspensiéon se centrifugd
durante 5 minatos a 12.000 x g.

A continuaciéon 0.1 ml del sobrenadante (equivalente a
aproximadamente 2 unidades de absorcion a 260 nm), fueron

colocadas sobre un gradiente continuo de sacarosa 20-40%
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preparado en medio A. Los gradientes se centrifugaron a 47.000
rpm durante 35 minutos en un rotor SW 50.1 a 4°C.

La distribucion de los polisomas en los gradientes fué
analizada mediante un registro de la absorciébn a 254 nm
utilizando un analizador de gradientes. Las sefiales analbgicas del
detector fueron digitalizadas y evaluadas mediante un ordenador
de la firma Spectra-Physics modelo 4200.

Para evaluar el estado de agregacidon de los polirribosomas a
partir de los perfiles obtenidos, calculamos la fraccidn
polirribosomal, es decir, la proporciéon entre el éarea
correspondiente a polimeros/mondomeros + dimeros, que €s un

indice cuantitativo del estado de agregacion de los ribosomas.

6.4.- DPETERMINACION DE LA DENSIDAD DE LA SUBUNIDAD
RIBOSOMAL 40 S.

6.4.1.- Separacion de ribosomas y de subunidades riboso-
males en hepatocitos aislados.

Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas alimentadas ad
[ibitum & ratas mantenidas en ayuno durante 48 h, fueron
incubados en un tampon Krebs-Ringer bicarbonatado conteniendo
Ficoll 70 al 2%. Transcurridos 15 minutos de preincubacién se
adicion6o al medio un volumen adecuado de l.-alanina para dar una
concentracién final de 2 mM; a los controles se les anadié el mismo
volumen de solucién salina. A los tiempos indicados se¢ tomaron
alicuotas de 5.5. ml que fueron anadidas sobre 5.5 ml de un

tampon trietanolamina 40 mM pH 7, con acetato magnésico 4 mM,
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X 2) y que contenia Tritén-X-100 para alcanzar una concentracion
final de! 0.3%.

Después de ceatrifugar a 11.000 rpm durante 20 minutos, se
recogieron 4.25 ml del sobrenadante postmitocondrial, a los que se
anadié deoxicolato sédico al 20% (p/v) para conseguir una
concentracion del 0.5%. El sobrenadante asi tratado se colocd en
tubos de centrifuga que contenian 6.25 ml de medio B con sacarosa
0.5 M. Después de centrifugar a 55.000 rpm durante 1.30 h., el
sedimento fué resuspendido en medio B y ésta suspensidon se
centrifugé a 12.000 x g durante 5 minutos. Posteriormente, 20
unidades de absorcién a 260 nm (aproximadamente 200 ul de
sobrenadante de la ultima centrifugacidon) fueron colocados sobre
un gradiente continuo de sacarosa 20-40%, preparado en medio B.
Los gradientes se centrifugaron a 22.000 rpm durante 16 h. en un
rotor SW 27.1 a 4°C.

La localizacion de los ribosomas (80 S) y de sus respectivas
subunidades (40 y 60 S) a lo largo del gradiente fué posibie
gracias a la utilizacién de controles. en los cuales a la suspension
de hepatocitos se le aftadié un volumen igual de medio B x 2, en el
cual 1a concentracion de cloruro potasico fué elevada a 250 mM. La
elevacion de la fuerza i6nica, favorecia la disociacién de los
ribosomas en sus respectivas subunidades. De éste modo, mediante
el analisis espectrofotométrico del gradiente de sacarosa,
unicamente se detectardn los picos de absorcidn correspondientes
a las subunidades 40 y 60 S, y por extrapolacién se podra

identificar el pico que representa el ribosoma completo (80 S).
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El analisis de la distribucién de las subunidades ribosomales
y de los ribosomas en los gradientes se efectudé del mismo modo
que la anteriormente descrita para los perfiles de polirribosomas,

mediante registro de la absorcién a 254 nm.

6.4.2.- Separacion de ribosomas y de subunidades
ribosomales en biopsias v hepaiticas.

Las biopsias hepdticas, procedentes de ratas alimentadas ad
libitum & de animales mantenidos en ayuno durante 48 h., fueron
inmediatamente sumergidas en un tampon 20 mM
trietanolamina pH 7, con acetato magnésico 2 mM, cloruro potasico
25 mM, EDTA 1 mM vy ditiotreitol | mM (Medio B), mantenido a
4°C. Las biopsias fueron homogenizadas con 2 voluimenes de medio
B, y el homogenizado resultante fué centrifugado a 11.000 rpm
durante 30 minutos a 4°C. Al sobrenadante se¢ lc anadieron
deoxicolato sddico al 20% (p/v) y Triton-X-100 al 10% (v/v) para
dar una concentracion final de 2 y de 0.1%, respectivamente.

El sobrenadante asi tratado (2.75 ml) se colocd en tubos de
centrifuga que contenian 6.25 ml de sacarosa 0.5 M preparada en
medio B. Después de centrifugar a 150.000 x g durante 90
minutos, el sedimento fué resuspendido en medio B para dar una
D.O. de aproximadamente 100 U/0.5 ml, previa centrifugaciéon a
12.000 x g durante 1-2 minutos para eliminar los posibles
agregados ribosomales. A continuacidén, 20 unidades de absorciéon a
260 nm fueron colocadas sobre un gradiente continuo de sacarosa

20-40% preparado en medio B. Los gradientes se centrifugaron a
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22,000 rpm durante 16 horas, en un rotor SW 27.1 a 4°C. El
control de la localizacion de las subunidades y ribosomas a lo largo
del gradiente, se llevé a cabo preparando extractos hepaticos con
medio B de alta fuerza i6nica (250 mM cloruro potasico). El analisis
espectrofotométrico de los gradientes fué el mismo que el

anteriormente descrito para los perfiles de polirribosomas.

6.4.3.- Determinacion de la densidad de la subunidad
ribosomal 40 8S.

El analisis de la densidad de la subunidad 40 S se efectud
utilizando métodos que habian sido descritos anteriormente por
Hirsch y col., 1973,

Para ello se utilizaron biopsias hepaticas de ratas
alimentadas ad [(ibitum 6 de animales mantenidos en ayuno
durante 48 horas. Tras la toma de la primera biopsia, se
administro alanina intraportalmente wmediante inyeccidon lenta de
una solucién de alanina | M en suero salino.

El aislamiento de la subunidad ribosomal 40 S se efectud
recogiendo la fraccion correspondiente de un gradiente de sacarosa
20-40% (preparado segun se describe anteriormente para la
obtencién de perfiles de ribosomas en tejido hepatico). Para
obtener una cantidad suficiente de subunidad 40 S que permitiese
llevar a cabo el estudio de densidad, se¢ acumularon fracciones
recogidas de diferentes gradientes (se formaron 3 gradientes de
sacarosa 20-40% y a cada uno de ellos se les adiciond

sobrenadante postmitocondrial equivalente a 40 U de absorcién a



70

260 nm). Después de dializar durante 3 horas a 4°C contra medio
A (50 mM trietanolamina pH 7.3, conteniendo cloruro magnésico 5
mM vy cloruro potasico 25 mM), para favorecer la eliminacién de
sacarosa, la solucién que contenia la subunidad 40 S se centrifugd
a 150.000 x g durante 2 h. en un rotor Ti 65. El sedimento asi
obtenido fué resuspendido en medio B (aproximadamente 250 pl)
y se¢ adicioné formaldehido, neutralizado a pH 7 a 37°C., para
alcanzar una concentracion final del 3.3%. Las muestras asi
tratadas fueron colocadas sobre un gradiente de cloruro de cesio
(p=1.35-1.65). La preparacion del gradiente tuvo lugar de Ila
siguiente manera: 30 g de cloruro de cesio fueron disueltos en
20.55 ml de un medio MOPS-Brij (10 mM MOPS, 1.5 mM acetato
magnésico, 25 mM cloruro potasico, 0.5 mM ditiotreitol y Brij-35
(0.5 mg/ml)). De la mezcla asi preparada se tomaron 7.68 ml que
se adicionaron a 3.24 ml del medio MOPS-Brij; tras reajustar el pH
se anadié formaldehido para dar una concentracion final del 9%.
Después de centrifugar a 45.000 rpm durante 16 h. a 4°C, en un
rotor SW 50.1, los gradientes fueron analizados mediante registro
de absorcién a 254 nm y recogidas fracciones de (.7 ml para la
determinacién de su densidad.

Para determinar la densidad de las subunidades ribosomales,
trazamos una recta con los valores obtenidos del caiculo de la
densidad de las fracciones recogidas del gradiente, que se¢ realiza
por comparacion del peso de un volumen fijo de dichas fracciones
con el peso del mismo volumen de agua destilada. De éste modo la
extrapolaciéon de los pico(s) detectados por absorcion a 254 nm nos

permite conocer la densidad de la zona del gradiente en la cual
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aparecen y, por consiguiente, la propia densidad de las

subunidades ribosomales.

6.5.- DETERMINACION DE LA FORMACION DEL COMPLEJO DE
INICIACION 40 8.

Las muestras procedian de hepatocitos aislados de animales
manienidos en ayuno durante 48 h. El procedimiento seguido fué
el mismo que el anteriormente descrito para [a obtencién de
perfiles de polirribosomas ¢ perfiles ribosomales, habiéndose
anadido a los 15 minutos de incubacién, un volumen de una
solucién de alanina para dar una concentracién final de 2 mM ¢ el
mismo volumen de solucidon salina (en los casos que se indican en
los resultados) y [33S]-metionina (perfiles de polirribosomas 15.3
uCi/ml, y 40 pCi/ml en los perfiles ribosomales).

Para la determinacion de la formacién de complejos de
iniciaciéon 40 S, cuando se trataba de perfiles de polirribosomas, se
recogieron fracciones del gradiente de sacarosa de 375 ul, a las que
se anadieron 570 ul de CETAB (alcalil-bromuro de trimetilamonio)
al 0.5% (p/v) y 570 ul de acetato sédico 0.5 M, pH 5, que contenia
tRNA (0.5 mg/ml).

Después de centrifugar a 13.000 x g durante 5 minutos, el
precipitado fué¢ lavado con 1 ml de TCA al 5% y de nuevo
centrifugado. Posteriormente se procedié a la hidrélisis del
aminoacil-tRNA con 450 ul de TCA al 10%, incubando a 90°C
durante 15 minutos. Después de centrifugar a 13.000 x g se
tomaron alicuotas de 250 pl y se aiadieron sobre 2 ml de liquido

de centelleo (Quickszint I) para determinacion de la radioactividad.
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La determinacion de la formacion de complejos de iniciacion
40 S sobre perfiles ribosomales se efectud fraccionando el
gradiente de sacarosa en alicuotas de 1 ml, a las que se afadieron
2 ml de CETAB y 2 ml de acetato sodico, preparados como
anteriormente hemos descrito, y siguiendo el mismo
procedimiento., Una vez hidrolizado el aminoacil-tRNA y después
de centrifugar a 13.000 x g, se recogieron 400 ul de la fase soluble,
y fueron anadidos a 2.5 ml de liquido de centelleo para

determinacion de la radicactividad.

6.6.- DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE [3HJ-VALINA EN
PROTEINAS EN SISTEMAS ACELULARES,

Se utilizaron biopsias hepaticas que fueron inmediatamente
sumergidas en un tampén mantenido a 4°C que contenia: 20 mM
TRIS-CIH, pH 7.4; 0.3 M sacarosa; 20 mM KCI: 3.5 mM MgCly; 3.5
mM CaCl, y 0.7 mM EDTA. El medio utilizado para la
homogenizacién fue un volumen del mismo tampon. Los
homogenados se centrifugaron a 15000 rpm durante 15 minutos a
4°C, y el sobrenadante postmitocondrial fue inmediatamente
utilizado para la determinacién de la incorporacion de {[3H}-valina
en proteinas in vitro, debido a su rapida inactivacion.

La mezcla de incubacién contenia; 2 mM ATP; 0.8 mM GTP; 3
mM acetato magnésico; 150 mM KCl; 5 mM Tris-CIH, pH 7.8; 0.1
mM de una mezcla de todos los aminoicidos naturales excepto
valina; [3H]-valina (500 uCi/uymol); 2 mM fosfoenolpiruvato: 20

pg/ml de piruvato quinasa; 2-2.5 mg de proteina del extracto
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postmitocondrial y concentraciones de amilorida variables,
comprendidas en el rango 0.1-1.0 mM.

Las muestras fueron incubadas a 37°C y se tomaron alicuotas
de 100 pl a 0. 2, 5 y 10 minutos de iniciarse la incubacidn. Se
afiadieron en tubos que contenian 2 ml de TCA al 10%. Después de
calentar a 90°C durante 15 minutos, las muestras fueron filtradas
a través de membranas Millipore. Los filtros se lavaron 3 veces
con 2 ml de TCA al 10% y una vez con 3 ml de etanol absoluto;
posteriormente s¢ secaron y s¢ colocaron en viales que contenian 3
ml de tolueno (PPO/POPOP) como liquido de centelleo, para el

contaje de la radioactividad.

7.-  METODOS ANALITICOS.

7.1.- DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE ALANINA
INTRA Y EXTRACELULAR.

Las células (40-60 mg/ml) procedentes de higados de ratas
ayunadas durante 48 h., fueron incubadas a 37°C en matraces
Erlenmeyer de plastico, con una capacidad de 25 ml, y que
contenian tampén Krebs-Ringer bicarbonatado con Ficoll 70 al 2%
y 2 mM alaninra. A los tiempos de incubacién que se indican en los
resultados. se tomaron alicuotas de la suspension celular (0.8 ml),
que fueron colocadas en tubos coOmicos de centrifuga, sobre un
gradiente formado por una mezcla de aceites de silicona (Siliconas
Hispania, S.A., Fluido Silicex 334) y aceite de oliva (4:1). Los tubos
fueron inmediatamente centrifugados a 13.000 x g durante 2

minutos. De ésta forma se consigue separar las células del medio
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extracelular. Para la determinacién de la concentracion de alanina
en el medio extracelular, se recogieron alicuotas (0.6 ml) del
sobrenadante, a las que se anadieron 60 pl de acido percloérico al
70% {(para alcanzar una concentracidon final del 2%) como medida
de seguridad para eliminar posibles proteinas y restos celulares.
Después de centrifugar a 13.000 x g durante 5 minutos, el
sobrenadante fué neutralizado con una mezcla de KOH al 45% y 0.5
mM trietanolamina, hasta pH 6-7. El precipitado se retiré por
centrifugaciéon a 13.000 x g, durante 5 minutos, y, en el
sobrenadante, fué determinada la concentracion de alanina
mediante métodos enzimditicos basados en los anteriormente
descritos por Yoshida y Freese, 1970. La determinacién de la
concentracion de alanina intracelular, se llevd a cabo
resuspendiendo los hepatocitos en 200 pl de &cido perclérico al
14%, previa retirada de la capa de aceite. El material insoluble fué
sedimentado por centrifugacién, y el sobrenadante neutralizado y
centrifugado en las mismas condiciones que hemos descrito
anteriormente para cuantificar alanina en el medio extracelular. El
medio de incubacién contenia también [!4C]-Inulina (50 nCi/ml),
compuesto inerte que no puede ser transportado al interior de las
células, y que {fué uulizado como referencia para conocer el
volumen de medio extracelular que pasaba a través de la capa de
aceite y, como consecuencia, el porcentaje de alanina que
estabamos cuantificando. erréneamente, como intracelular. Para
ello, 10 ul de la muestra obtenida del precipitado, fueron colocados
en viales que contenian 2 ml de Quickszint 1 (como liquido de

centelleo) y la radioactividad fué medida en un contador de



centelleo liguide LKB-Wallec. En todos los experimentos realizados,
la cantidad de radioactividad, y como consecuencia. la
concentracion de alanina determinada por éste procedimiento, fué
despreciable, lo que nos conduce a pensar que el gradiente
tformado con la mezcla de aceites, es el adecuado para la
scparacion de las cé€lulas del medio extracelular en que se
encuentran,

El ensayo enzimdtico para cuantificar alanina, se basa en la

reaccion:

ADH
L-alanina + NAD' + HoO - > Piruvato + NADH + NH, + H*

Donde:

ADH= L-alanina deshidrogenasa (E.C.1.4.1.1.) cataliza la
desaminacion oxidativa de L-alanina. El aumento de absorcidén a
340 nm debido a la formacion de NADH proporciona la medida de
la cantidad de L-alanina presente. En el ensayo se utilizé un
tampén 0.1 M TRIS, 0.4 M Hidrazina, pH 9, conteniendo NAD* (0.4
mg/ml). El cociente [ALANINAlintracelular/[ALANINA]extracelutar fué
calculado previa conversion de los valores de alanina intracelular
en mM, corrigiendo por ¢l volumen celular y asumiendo la relacion

de 0.57 ml/g de peso himedo de células.



70

7.2.- DETERMINACIONES DE GLUCOSA, LACTATO Y PIRUVATO.

7.2.1.- Obtencion de muestras. Preparacion de extractos.

Las preparaciones celulares utilizadas en éstos experimentos
se obtuvieron de ratas sometidas a ayuno durante 48 h. Los
hepatocitos (40-60 mg/ml) fueron incubados en un medio
compuesto de tampdén Krebs-Ringer bicarbonatado, gelatina 1.5%
{p/v) y. cuando se Indica, alanina 2 mM. El Ficoll 70 es hidrolizado
a pH acido hiberando glucosa en funcion del tiempo y de la
temperatura, lo que 1mpide determinar con precision la
concentracion de glucosa. Por tal razén, en é&stos experimentos, se
utilizé gelatina en lugar de ficoll. A los tiempos de incubacién
deseados se tomaron alicuotas de 1.8 ml que se anadieron a tubos
conteniendo acido perclorico para alcanzar una concentraciéon del
6%. El precipitado se elimind por centrifugacion a 13.000 x ¢
durante 3 minutos. El sobrenadante (1.6 ml) fué neutralizado hasta
pH 6-7, con una mezcla de KOH al 45% y 0.5 M trietanolamina. El
precipitado formado fué retirado por centrifugacion a 13.000 x g
durante 3 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizé para la
determinacion de glucosa, lactato y piruvato.

L.os metabolitos fueron cuantificados mediante ensayos
espectrofotométricos en los que las reacciones se acompanan de
cambios en el estado de oxido-reduccion de nucledtidos de
nicotinamida. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante la
determinacion de cambios de absorcion a 340 nm, segun

adaptaciones técnicas previamente descritas (Parrilla y col., 1979).
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En los experimentos de perfusion, la muestra procedia del

efluente hepatico.

7.2.2.- Determinaciéon de glucosa.

El ensayo para la determinaciéon de D-Glucosa se basa en la

siguiente secuencia de reacciones:

1) D-Glucosa + ATP  -—-—nv > DD-Glucosa-6-Fosfato + ADP

2) D-Glucosa-6-Fosfato + NADP  -----———-—-- > 6-Fosfogluconato +
NADPH + H*

Donde:

HK = Hexoquinasa (E.C.2.7.1.1,). Cataliza la fosforilacién de glucosa

por ATP en presencia de Mg*+,

G-6-P-DH = Glucosa-6-Fosfato-deshidrogenasa (E.C.1.1.1.49)

cataliza la oxidacién de la glucosa-6-fosfato por NADP.

El equilibrio de la segunda reaccién estd fuertemente
desplazado hacia la derecha. El equilibrio de la primera reaccidn
también lo estd porque la glucosa-6-fosfato es oxidada a medida
que se forma. Ambas reacciones tienen lugar
estequiométricamente por lo que la formacion de NADPH, medida
por ¢l cambio de obsorcién a 340 nm, es proporcional a la cantidad

de glucosa presente. El ensayo se llevé a cabo utilizando como
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medio un tampdn trietanolamina 50 mM (pH 7.4), con cloruro

magnésico 10 mM, EDTA 5 mM. ATP 0.3 mM y NADP (0.2 mM.

7.2.3.- Determinaciéon de lactato.

El ensayo para la determinacién de lactato se basa en la

siguiente reaccion:

LDH
L-LACTATO + NAD%V --eeeeee > PIRUVATO + NADH + H?Y
Donde:
LDH = Lactato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27.) cataliza la reaccidn

en ambos sentidos.

La determinaciéon de lactato por éste método presenta el
inconveniente de que el equilibrio de la reaccidén se encuentra
desfavorablemente desplazado hacia la izquierda. Por ello se usa
en el ensayo un medio alcalino, pH 9.5-10.5, con el fin de atrapar
protones y desplazar el equilibrio hacia la derecha. El tampdn

utilizado fué glicina-hidracina 0.5 M, pH 9.5 con NAD* 0.6 M.

7.2.4. Determinaciéon de piruvato.

El ensayo para la determinacion de piruvato se basa en la

reaccion:

PIRUVATO + NADH + H* v > L-LACTATO + NAD*
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En soluciones neutras el equilibrio de ésta reaccion se
encuentra fuertemente desplazado hacia la formacion de lactato.

La disminucion de la concentracion de NADH, medida por el
cambio de absorcidon a 350 nm es proporcional a la cantidad de
piruvato presente en la muestra. En el ensayo se¢ utilizd un tampdn
trietanolamina 50 mM (pH 7.4), con cloruro magnésico 10 mM, vy

EDTA 5 mM y NADH 0.15 mM.

7.3.- DETERMINACION DE NUCLEOTIDOS DE ADENINA Y DE

GUANINA.

Células (80-100 mg/ml) de animales sometidos a ayuno de
48 h, fueron incubadas en un tampdén Krebs-Ringer bicarbonatado
con ficoll 70 al 2%. En los casos que se¢ indica en los resultados, las
concentraciones de inhibidor utilizadas fueron 0.2 mM amilorida,
2.5 mM ouabaina 6 40 uM monensin. Los experimentos se¢
realizaron en presencia ¢ ausencia de 2 mM alanina.

Después de | hora de incubacién se tomaron alicuotas de 0.8
ml a las que se afiadieron 89 pl de acido perclorico al 70%, para
alcanzar una concentracién final del 7%. El precipitado se eliminé
por .centrifugaciéon a 13.000 x g durante 10 minutos. EI
sobrenadante ( 0.5 ml) se neutralizé con KOH al 45%, hasta pH 6-7,
y el precipitado se retir6 por centrifugacion a 13.000 x g durante
10 minutos. El sobrenadante recogido de ésta tltima centrifugacion
se filiré6 a través de membranas Millipore (tamafio del poro
0.22um).

Las councentraciones de nucleétidos en las muestras se

determinaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia
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(HPLC), con un equipo HP 1090 (Hewlett Packard), vy una columna
de intercambio iénico APS-Hypersil (NH,), 5 pm, 200 mm x 4.6
mm (Hewlett Packard).

El método seguido es una modificacion del descrito por
Irvine y col. (1985). Los medios de elucion utilizados son agua y
tampon de formato amonico | M, acidificado a pH 3.7 con acido
ortofosférico. Tras inyectar la muestra (25 pl) se hizo pasar agua
durante 10 minutos a un flujo de 1.25 ml/min., y posteriormente
se incrementé gradualmente la concentracion de formato en el
medio de elucion hasta conseguir una concesntraciéon del 100% de
éste tampon, a los 60 minutos de la inyeccion de la muestra. La
elucion de los distintos nucledtidos fué detectada mediante

registro de absorcién a 254 nm.

7.4.- DETERMINACION DE PROTEINAS.

La concentracién de proteinas presente en el sobrenadante
postribosomal de homogenizados hepaticos, utilizado para medir la
formacion de complejos ternarios, fué determinada por el método
de Lowry (Lowry y col., 1951). Este método se basa en la reaccion
de los enlaces peptidicos con iones Cu**t en medio aicalino, dando
un complejo de color violeta que puede ser cuantificado
espectofotométricamente, y en la reduccion del reactivo Fenol-
Folin-Ciocalteus, por los residuos de tirosina y triptéfano, reaccion
ésta que resulta intensificada por el complejo Cu**-proteina.

La concentracién de proteinas en las muestras que fueron

analizadas electroforéticamente, se realizé utilizando el método de
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Bradford (Bradford, 1976), basado en la capacidad que tiene el
colorante Coomasie Brilliant Blue G-250 para unirse a proteinas.
Esta unién provoca un cambio en la absorcion méxima del
colorante de 465 nm a 595 nm, y éste incremento en la absorcidn

a 595 nm es el que se detecta espectrofotométricamente.

8.- ELECTROFORESIS.

8.1.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras sometidas a analisis eclectroforético contenian
proteinas asociadas a ribosomas y fueron obtenidas tras un
proceso de purificacion, a partir de preparaciones de hepatocitos
aislados ¢ biopsias hepaticas, procedentes de ratas alimentadas ad
{ibitum 6 mantenidas en ayuno durante 48 horas.

En los casos en que se perfundid antes de la toma de
biopsias, ¢l medio utilizado fué un tampoén Krebs-Ringer
bicarbonatado pH 7.4, a 37°C, durante 5 minutos, sicndo éste el
vehiculo empleado par suministrar alanina 2 mM. El objeto de la
perfusion fué eliminar el fluido sanguineo y asi evitar posibles
contaminaciones de nuestra preparacion con proteinas plasmaticas.
El proceso seguido para obtenciéon de las muestras es idéntico al
anteriormente descrito para la formacion de perfiles de ribosomas,
hasta la etapa de obtencion del sobrenadante tratado con Triton-X-
100 y deoxicolato sédico (DOC). El sobrenadante tratado con DOC vy
Triton-X-100, fué colocado sobre tubos de centrifuga que
contenian 6.25 ml de sacarosa 1 M preparada en medio B (descrito

anteriormente). Después de centrifugar a 150.000 x g durante 2



82

horas a 4°C, y tras aspirar ¢] sobrenadante, el sedimento fué
resuspendido en un medio B cuya concentracién de cloruro
potasico fué elevada a 250 mM. De ésta forma se crea una alta
fuerza i6nica que favorece la disociacion de las proteinas unidas a
subunidades ribosomales. Después de una nueva centrifugacion a
150.000 x g durante 1 hora a 4°C, se recogid el sobrenadante y fué
dializado contra agua destilada y desionizada durante 12 horas,
para eliminar los iones del medio en el que se encuentran las
proteinas. Las muestras fueron liofilizadas, y posteriormente
resuspendidas en una mezcla de agua y tampon para disolver las
muestras x 2 (l:1), para dar una concentracion de
aproximadamente | mg/mi de proteina, cuantificada por el
método de Bradford (Bradford, 1976).

El estudio electroforético de las muestras se llevd a cabo
colocando 20-30 pg de proteinas, y para la calibracion del gel se
utilizaron 10 ul de una mezcla de proteinas de tamanos
moleculares conocidos: anhidrasa carbonica (P.m. = 29.0), albimina
de huevo (P.m. = 45.0), albimina de plasma bovina (P.m. = 66.0),
fosforilasa B {subunidad, P.m. = 97.4), $-galactosidasa (subunidad,
P.m.:= 116.0) y miosina (P.m. = 205.0).

8.2.- TECNICA ELECTRO¥ORETICA.

La electroforesis que se utilizd en nuestros experimentos fué
la denominada electroforesis zonal, en la cual las particulas van a
migrar a través de un disolvente, por un soporte sdélido, bajo la

influencia de un campo eléctrico. El soporte utilizado fué un gel de
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poliacrilamida, que presenta la ventaja de que la variacion de la
concentracion del gel conduce a la modificacion de la movilidad de
las moléculas.

Los geles de poliacrilamida se formaron mediante la
polimerizacién de acrilamida y N,N'-metilen-bisacrilamida, siendo
la concentracion de acrilamida del gel del 10% (p/v), y del 2.5% el
porcentaje presente en gel de concentracion. Fueron utilizados,
amonio persulfato (APS) como sustancia que inicia la formacién de
radicales libres, y N,N,N' N'-tetrametilendiamina (TEMED), como
catalizador de la propagaciéon de dichos radicales. El tampén para
disolver las muestras (x 2) estaba compuesto de 0.15 g de Tris-
base, 0.4 g de docedil-sulfato-sadico (SDS), | ml de 2-
mercaptoetanol al 98%, 2 ml de glicerol, 7 ml de agua destilada y
0.02 g de azul de bromofenoi.

La disolucion de las muestras en éste tampdn que contiene
SDS y mercaptoetano! desnaturaliza las proteinas. Ademas, el SDS
s¢ unme en cantidad constante/gramo de proteina y asi la mayor 0
menor movilidad de las proteinas vendrd dada por la accién del
gel como tamiz molecular, y serd consecuencia del peso molecular
de las proteinas. El tampén para la electroforesis contenia 1.44% de
glicina (p/v)., 0.3% de Tris-base (p/v), y 0.1% de SDS (p/v),
ajustado a pH 8.3.

La tincion de los geles se realizé en una solucion de 45%
metanol (v/v), 9% de acido acético glacial (v/iv) y 0.25% de
Coomasie¢ Brilliant Blue R (p/v). Para el proceso de destincion la
soluciéon utilizada contenia igual composicidén, pero no se adiciond

el colorante.
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9.- AUTORRADIOGRAFIA.

La obtencion de la muestra tuvo lugar a partir de hepatocitos
de animales mantenidos en ayuno durante 48 horas; la incubacion
se realizd en presencia de [32P] (0.5 mCi/ml) y se siguidé el mismo
protocolo que ¢l anteriormente descrito para la electroforesis.

Una vez destenido el gel. se deja cubierto de agua durante
aproximadamente 30 minutos. Después de secado se pone en
contacto con 2 placas para autorradiografia X-ray Film Kodak, a
-70°C. Las exposiciones seran de tiempos variables, e¢n funcién de
la radioactividad.

LLas  placas de autorradiografia fueron reveladas;
posteriormente lavadas 2 minutos con agua y, por ultimo, fijadas

durante 5 minutos con Acido Rapido Valca-Fyval, diluido I:5.

10.- TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS.

La evalucion estadistica de los resultados se ha realizado
mediante la determinacion de las medias y las desviaciones ¢
errores estandar de la media. La significacion de la diferencia
entre los distintos grupos se ha obtenido mediante la aplicacién del
método de la t de Student. Los calculos fueron realizados en un
computador personal utilizando el programa Statworks. Para el

analisis densitométrico de las bandas obtenidas por electroforesis



y autorradiografia, se utiliz6 el programa de anilisis de imagenes
Image 1.31, previa captaciéon de la imagen de los geles con un

scanner 0 con camara de video y sistema de digitalizacion de

imagenes (Quick Image 24).
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.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE SINTESIS DE PROTEINAS EN
HEPATOCITOS AISLADOS.

1.L- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE INCORPORACION DE RADIOACTIVIDAD EN
PROTEINAS.

La actividad de sintesis de proteinas de hepatocitos
obtenidos de animales mantenidos en ayuno durante 48 horas, es
considerablemente menor que la que presentan los hepatocitos
aislados de animales alimentados ad [ibitum. Los resultados
mostrados en la Tabla 2 muestran cémo durante ¢l ayuno la
actividad biosintética es aproximadamente 2 veces menor que en
animales alimentados ad [libitum. Estos resultados coinciden con los
anteriormente obtenidos en nuestro laboratorio en experimentos
in vivo (Pérez-Sala y col., 1987). En este sentido hay que destacar
el hecho de que, en cualquiera de las situactones nutricionales
estudiadas (Pérez-Sala y col., 1987), la sintesis de proteinas en
hepatocitos aislados es notablemente menor que la que se observa
en el Organo intacto.

ILa Tabla 2, muestra cémo en presencia de determinados
aminodcidos individuales, alanina ¢ prolina, s¢ produce una
importante estimulacidn de la actividad de sintesis de proteinas en
hepatocitos procedentes de animales mantenidos en ayuno. La
estimulacion llega a ser del orden de 2-3 veces mayor en
presencia del aminoacido, alcanzandose, incluso, los valores de
sintesis proteica que presentan animales alimentados ad [libitum;

sin embargo, la presencia de alanina no produjo efectos



TABLA 2

EFECTO DEL AYUNO Y DE AMINOACIDOS SOBRE SINTESIS DE
PROTEINAS EN HEPATOCITOS AISLADOS

INCORPORACION DE [PH|-VALINA
EN PROTEINAS

{CPM x mg'l X h‘l)

CONTROL AYUNO
-AMINOACIDOS 824 .48 379.77
Frror estandar (27.68) (32.83)

+ ALANINA 70977 * 893.13 **
Error estandar {(61.53) (45.94)
+PROLINA e 841.01
Error estandar (45.12)

=P <0.],** P<0.01

Los hepatocitos obtenidos de animales alimentados ad [libitum o
mantenidos en ayuno durante 48 h., fueron incubados en KRB con
ficoll al 2% y [3H]-valina (10 uCi/mmol) y, cuando se indica, 2 mM
alanina 6 I mM prolina. El procesamiento de las muestras tuvo lugar
segin se indica en Métodos. Los resultados son la media de al menos
15 experimentos individuales por triplicado. Para el tratamiento
estadistico de los resultados se utilizd el test de la t de Student.
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significativos sobre sintesis de proteinas en hepatocitos obtenidos

de antmales alimentados.

1.2.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE PERFILES DE POLIRRIBOSOMAS.

La disminucidén en la actividad de sintesis de proteinas
hepaticas, in vivo, como consecuencia del ayuno, tiene lugar tanto
a nivel de la ectapa de iniciacién como a nivel de la etapa de
crecimiento de cadenas peptidicas (Pérez-Sala y col., 1987), cuando
es valorada en el organo intacto.

En hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno
durante 48 horas, el efecto a nivel de iniciacion ofrece resultados
similares y se¢ refleja en un aumento de la proporcién de
monémeros y dimeros de ribosomas con respecto a polirribosomas,
es decir, ribosomas que estin participando activamente en la
traduccién y se encuentran unidos a ARNm. En las figuras 5 y 6, se
representan  los perfiles polirribosomales tipicos de hepatocitos
obtenidos de ratas alimentadas y de ratas mantenidas en ayuno,
respectivamente, analizados a los 0 (A,D), 15 (B) y 30 (C) minutos
de incubacidn.

Estos cambios han sido cuantificados mediante el cilculo de
la fraccion polirribosomal, que se define como el drea
correspondiente a polimeros/irea correspondiente a mondmeros +
dimeros.

lLos resultados expuestos en la Tabla 3, muestran que existe
una notable diferencia entre el estado de agregaciéon de los

polirribosomas de hepatocitos en ambas condiciones en todos los



FIGURA 5

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
PERFILES POLIRRIBOSOMALES DE HEPATOCITOS
OBTENIDOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD LIBITUM
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Los hepatocitos se obtuvieron de animales alimentados ad [libitum. Después
de un periodo de incubacion de 15 minutos s¢ tomaron muestras (A, D), y se
adiciond alanina al medio de incubacién para dar upa concentraciéon final
de 2mM (E, F). Las muestras se¢ recogieron 15 (B, E) 6 30 minutos (C, F)
después de nuevo periodo de incubacidn.



FIGURA 6

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
PERFILES POLIRRIBOSOMALES DE HEPATOCITOS
OBTENIDOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos se obtuvieron de animales mantenidos emn ayuno durante 48
h. Después de incubar durante 15 minutos se tomaron muestras (A, D) & se
adicioné alanina para dar una concentracién final en el medio de
incubacién de 2 mM (E, F). Las muestras se recogieron 15 (B, E) G 30 minutos
(C. Fy después de un nuevo periodo de incubacidn.



TABLA 3

EFECTO DEL AYUNO SOBRE LA FRACCION POLIRRIBOSOMAL EN
HEPATOCITOS AISLADOS

FRACCION POLIRRIBOSOMAL

TIEMPO(min)

CONTROL 1.305 1.29 1.4 1.362 1.502
(100%) (108%) (100%) (110%)

AYUNO 0.675 (0.695 0.889 0.836 0.966
(100%) (128%) (100%) (115%)

Los hepatocitos procedian de animales alimentados ad /ibirum 3 mantenidos en avuno durante 48 h. El experimento se
realizé segiin se describe en Métodos, en ausencia ¢ en presencia de alanina 2 mM. La fraccion polirribosomal (indice
cuantitativo el estado de agregacién de ribosomas), representa la proporcidon entre el 4rea correspondiente a los
polimeros v la suma de las areas correspondientes & mondmeros y dimeros. Los resultados son la media de 2-3

experimentos diferentes.



tiempos de incubacién, y que es del orden de un 45% menor
durante e! ayuno. Los resultados coinciden con los obtenidos de
perfiles polirribosomales a partir de tejido hepatico intacto (Pérez-
Sala y col., 1987; Henshaw y col., 1971; Harmon y col., 1984), lo
que indica que en hepatocitos aislados, al igual que ocurre en
higado intacto, la actividad de la etapa de iniciacién s¢ encuentra
disminuida durante el ayuno.

La administracién de alanina al medio de incubacidén de
hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno ocasiona un
destacado aumento de la fraccion polirribosomal (Fig. 6). Tras 15
minutos de¢ incubacién en presencia del aminodcido, se produce un
incremento del 28% (Tabla 3) de la proporcion de polimeros con
respecto a mondémeros y dimeros (ribosomas que no participan
activamente en la traduccidon y que no estdn unidos a ARN
mensajero). El menor porcentaje de estimulacion (15%) después de
30 minutos de incubacidn podria ser consecuencia del consumo de
la alanina. Durante el ayuno esta estimulada la gluconeogénesis
por lo que ¢éste aminodcido, importante sustrato gluconeogénico,
podria ser utilizado para la produccién de glucosa. La
administracion de alanina a hepatocitos de animales alimentados
ad libirum, produce un incremento mucho menor (8-10%) de la
fraccién polirribosomal (Fig. 3).

Los resultados indican que en hepatocitos aislados de
animales mantenidos en ayuno, al igual que ocurre in vivo (Pérez-
Sala y col, 1987), la alanina produce una estimulaciéon de la etapa
de 1iniciacion, que da lugar a un aumento en ¢l estado de

agregacion de polisomas que, como consecuencia del ayuno, se
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encuentra disminuido. Estos resultados indican que ambos, ayuno
y aminodcidos, actuarian sobre la misma(s) etapa(s) de sintesis de

proteinas, es decir, a nivel de iniciacion.

1.3.- EFECTO DE AMINOACIDOS SOBRE LA FORMACION DE
COMPLEJOS DE INICIACION 43 S EN HEPATOCITOS AISLADOS.

El efecto del ayuno y de la administracion de alanina sobre la
formacién de complejos de iniciacidn 43 S, lo estudiamos mediante
la incubacién de hepatocitos aislados con [33S}-metionina. La figura
7 muestra la distribucién de radioactividad en los perfiles de
polirribosomas hepaticos. Se aprecia que, a los 15 minutos de
incubacidén (Fig. 7B), la radioactividad aparece en dos picos, uno
correspondiente a la zona de mondmeros y dimeros, y otro a la
zona de polirribosomas. Cuando hay alapina en el medio de
incubacién (Fig. 7C) se produce un aumento, no solamente en la
radioactividad correspondiente a la zona de polirribosomas, sino
también en la zona correspondiente a monomeros. En la figura 8,
se muestra la distribucién de radioactividad en gradientes de
sacarosa que permiten analizar la 2zona de¢ subunidades
ribosomales. Como puede verse., solamente puede detectarse la
radioactividad de [3°S]-metionina, cuando los hepatocitos son
incubados con alanina (Fig. 8C). Estas observaciones estan de
acuerdo con una accién de la alanina aumentando la formacién de

complejos de iniciaciéon 43 S.



FIGURA 7
EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE EL PERFIL POLIRRIBOSOMAL Y LA
FORMACION DE COMPLEJOS DE INICTACION 40 S EN HEPATOCITOS AISLADOS.
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Los hepatocitos, obtenidos a partitr  de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., fueron incubados en

KRB con ficoll al 2%. Transcurridos |5  minutos se adiciond al medio de incubacién {3°S}-metionina (15.3
uCi/mly (A, B, C) y, alanina, para dar una concentracidon final en el medio de 2 mM, (C). Las  muestras
fueron tomadas a 0 (A) 6 a 15 minutos (B, C) de marcar radivactivamente el medio, y se procesaron segin
se describe en el apartado (6.3) de Métdos.
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FIGURA 8

EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
ALANINA SOBRE [.A FORMACION DEL COMPLEJO DE
INICIACION 40 S EN HEPATOCITOS AISLADOS.
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Hepatocitos obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., se
incubaron en KRB con ficoll 70 al 2%. Transcurridos 15 min. de
preincubacion, se afiadié al medio [35S}-metionina (40 pCi/ml), y se
tomaron muestras después de O (panel A) 6 15 minutos (paneles B y C)
de incubacién, en ausencia (panel B) & en presencia (panel C) de
alanina 2 mM. Fracciones del gradiente de sacarosa fueron utilizadas
para determinar la formacién basal de complejos de iniciacién 40 S
(--+--), segin se describe en el apartado (6.5) de Métodos.
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[4.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE FORMACION DE COMPLEJOS TERNARIOS.

En otros sistemas derivados de células de mamiferos, se ha
descrito que la principal etapa limitante de la iniciacién de sintesis
de proteinas y. por tanto, susceptible de regulacién, es la etapa
catalizada por el factor e¢IF-2 (Clemens y col., 1974; Levin y col.,
1976: Gross y Mendelewski, 1977). La regulaciéon de éste factor
incluye la fosforilacion de su subunidad a con lo que el factor no
puede ser reutilizado en nuevos ciclos de iniciacion. Ademds, en
éste proceso interviene un nuevo factor elF-2B, que actda
catalizando el intercambio de una molécula de GTP por el GDP
ligado al eiF-2 al final de cada ciclo de iniciacion.

Nos planteamos la posibilidad de que, durante el ayuno, el
proceso de imiciacion estuviera limitado por la actividad del factor
elF-2. La Tabla 4, muestra que ¢! ayuno induce una considerable
diminucion en la actividad del factor elF-2, cuantificado en
extractos hepaticos. La disminucion en la actividad de éste factor
es similar cuando se extrae con concentraciones altas & fisioldgicas
de KCIl. Es decir, que el efecto del ayuno es el mismo sobre el factor
libre que sobre el que esta unido a estructuras celulares.

La Tabla 5, muestra la actividad de formaciéon de complejos
ternarios en extractos hepaticos, determinada en ausencia de
magnesio, lo cual es una forma indirecta de cuantificar la actividad
de otro de los factores que intervienen en ésta ctapa de la
iniciacion, el elF-2B. En ausencia de magnesio la afinidad del factor
elF-2 por GDP es mucho mas baja que por GTP, con lo cual esta

molécula puede ser libremente intercambiada sin depender de la



TABLA 4

EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL FACTOR elF-2 EN EXTRACTOS HEPATICOS

(CPM x 1073 x mg de pr()teina'l)

CONTROL 54+9 90+21
AYUNO:
- ALANINA 23+2% 59+13
+ ALANINA 24 +4%* 59+13

* P <0.02; % P < 0.0l

Los extractos fueron preparados como se describe en Métodos. Diez
minutos antes de empezar el experimento s¢ administré alanina
(1 mmol/Kg de peso corporal). Los valores son la media de los
resultados obtenidos a partir de 5-10 extractos hepaticos diferentes +
el error estandar de la media. Para el tratamiento estadistico se
utilizo el test de la t de Student.



TABLA 5

EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL FACTOR elF-2 EN AUSENCIA DE MAGNESIO

[KCT]

(120 mM) (250 mM)

{CPM x 103 x mg pmteina'l)

AYUNO:
- ALANINA 29+4 33+6
+ ALANINA 2342% 33415

* P <005 ** P <001

Los extractos fueron preparados como se describe en Métodos, pero
el ensayo para la actividad del factor elF-2 se llevé a cabo en
ausencia de magnesio. Los resultados son la media de los valores
obtenidos de 5-10 extractos hepaticos diferentes + el error estandar
de la media. Para el tratamiento estadistico se utilizé el test de la t de
Student.
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actuacion del factor elF-2B. Los resultados obtenidos son similares
a los descritos en la Tabla 4, lo que sugiere que la actividad de
elF-2B no estd implicada.

Estos resultados indican que existe una correlacion entre la
actividad de iniciacion de sintesis de proteinas durante el ayuno y
la actividad del factor elF-2. Esta dltima no estd mediada por
cambios en la actividad del transiocador de nucleotidos de
guanina, elF-2B.

En contraste con ésta conclusion, la estimulacion de la etapa
de iniciacién de la sintesis de proteinas inducida por aminoacidos
no parece estar mediada por un incremento en la actividad del
factor iniciador elF-2. Cuando se valora la actividad de dicho factor
a concentraciones fisioldgicas (120 mM) y altas (250 mM) de
cloruro potasico (Tabla 4), se observa que en ninguna de las dos
circunstancias estudiadas se logra revertir la disminucion de
actividad que se produce por el ayuno. Esta observacion indica que
la alanina no actuaria sobre esta etapa de la iniciacion y que
tampoco ejerce acciones diferenciadas sobre el elF-2 libre 6 el que
estd unido a estructuras celulares.

~El efecto de la alanina tampoco parece ser mediado por un
incremento de la actividad del factor intercambiador de
nucleotidos de guanina, elF-2B, ya que la valoracion indirecta de
su actividad en extractos hepdaticos, en ausencia de magnesio
(Tabla 5), no muestra diferencias significativas con

concentraciones fisiologicas de KCI.
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1.5- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE FIJACION DE PROTEINAS A
RIBOSOMAS (O A SUBUNIDADES RIBOSOMALES.

Estudios realizados en sistemas derivados de células de
mamiferos, han demostrado que la subunidad 40 S existe en forma
de distinta proporcién ARN/proteina. Estas formas pueden ser
identificadas mediante centrifugacién en gradientes de cloruro de
cesio. Los cambios de densidad representan pérdidas ¢ uniones de
proteinas no ribosomales a la subunidad 40 S. Algunas de¢ éstas
proteinas parecen ser factores de iniciacion (Smith y Henshaw,
1975). Estas observaciones planteaban la posibilidad de que en ¢l
tejido hepatico cambios en la unién de proteinas ligadas a los
ribosomas pudieran estar relacionados con los cambios en la
actividad de iniciacion de sintesis de proteinas. Para abordar ésta
posibilidad cuantificamos, por un lado la densidad de la subunidad
40 S, y, por otro lado, estudiamos cualitativa y cuantitativamente
dichas proteinas, mediante analisis electroforético de las mismas,
en las dos situaciones mencionadas, ayuno y alimentacién ad

libitum.

1.5.1.- Efecto sobre la densidad de la subunidad 40 S.

Cuando se analiza la densidad de la subunidad 40 S obtenida
de animales mantenidos en ayuno (Fig. 9B), no se observan
variaciones significativas comparandola con la densidad de dicha
subunidad procedente de animales alimentados (Fig. 9A). La
obtencién de las subunidades ribosomales analizadas

densitométricamente en gradientes de cloruro de cesio, se realizd



FIGURA 9

ANALISIS DE LA DENSIDAD DE LA SUBUNIDAD
RIBOSOMAL HEPATICA 40 S.
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Las biopsias hepaticas procedian de animales alimentados ad [libitum
(A), de animales mantenidos en ayuno durante 48 h. (B), y de animales
ayunados 48 h. a los que se inyectaron intraportalmente 2.5 mil/Kg de
peso corporal, de una solucién 2 M alanina en suero salino, diez
minutos antes de la extraccién de las biopsias (C). La fraccion de
gradientes de sacarosa correspondiente a la subunidad 40 S, fué
analizada densuitométricamente utilizando un gradiente de cloruro de
cesio (p = 1.35-1.65), procesandose las muestras como se describe en el
apartado (6.4.3) de Métodos.
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recogiendo 1la fraccién correspondiente de los gradientes de
sacarosa preparados para perfiles ribosomales (Fig. 10), y fueron
procesados segin se describe en Métodos.

La subunidad 40 S aparece en la fraccion del gradiente de
cloruro de cesio correspondiente a una densidad de 1.45 g/cm?, en
las dos situaciones experimentales estudiadas (Fig. 9A y 9B). El
andlisis de densidad de la subunidad 60 S (Fig. 11), lleva a la
conclusién de que los picos y variaciones de absorbancia que sc
detectan a densidades comprendidas entre 1.5-1.65 g/cm3, en los
gradientes formados para analisis de la subunidad 40 S (Fig. 9A vy
9B), son debidos a contaminacién de la preparacién con subunidad
60 S. Los resultados anteriores indican que ¢l efecto del ayuno
sobre sintesis de proteinas, no estd acompanado por una alteracion
en la densidad de la subunidad ribosomal 40 S.

La densidad de la subunidad 40 S tampoco resulta
modificada por la presencia de alanina (Fig. 9C), cuando se
compara el perfil de densidad, con los pertiles que se¢ obtienen
tanto en ¢l avuno (Fig. 9B) como en la correcta alimentacion (Fig.

9A).

1.5.2.- Efecto sobre las proteinas ligadas a ribosomas.

El estudio electroforético de las proteinas hepaticas que se
asocian a ribosomas ¢ subunidades ribosomales, se efectué en
experimentos in vive, con material procedente de higado
perfundido vy de hepatocitos aislados, tanto de animales

mantenidos en ayuno como de animales alimentados ad libitum. La



FIGURA 10

EFECTO DEL AYUNO SOBRE EL CONTENIDO HEPATICO
DE SUBUNIDADES RIBOSOMALES
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Las biopsias hepaticas procedian de animales alimentados ad [libitum
(B) 6 animales sometidos a periodos de ayuno de 48 h. (C). En el grafico
(A) el tratamiento de las biopsias se realiz6 en un medio B (descrito en
Métodos) que contenia 250 mM KCI, lo cual favorecié la disociacion de
los ribosomas en subunidades, y permitié la localizacion de las mismas
a lo largo del gradiente de sacarosa. EL tratamiento de las biopsias en
un medio B, con una [KCl] fisiolégica, permitié obtener perfiles
ribosomales integros (B, C). El procesamiento de las muestras se
describe en el apartado (6.4.2) de Métodos.



FIGURA 11

ANALISIS DE LA DENSIDAD DE LA SUBUNIDAD
RIBOSOMAL 60 S HEPATICA.
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La fraccion del gradiente de sacarosa correspondiente a la subunidad
ribosomal 60 S (Fig. 10 ), fué analizada densitométricamente utilizando
un gradiente de cloruro de cesio (p=1.35-1.65); las muestras se
procesaron segin se describe en el apartado (6.4.3) de Métodos.
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perfusién hepatica, asegura que las proteinas que se detectan, no
son producto de la contaminacion de la preparacidon con proteinas
plasmaticas.

La figura 12, muestra que el patréon de proteinas obtenido
tras perfundir el Organo durante 5 minutos con ¢l tampon
fisioldégico Krebs-Ringer; la figura 13, corresponde al patron
electroforético del Grgano intacto. Los resultados nos indican, por
un lado, que el proceso de purificacion utilizado es el adecuado, ya
que el patron se conserva en las dos situaciones estudiadas. Por
otro lado es destacable la disminucién en el ayuno de una de las
bandas a la que corresponde un tamafo molecular de 42 KDa. El
analisis densitométrico de tfas bandas (Fig. 14), muestra
igualmente, una significativa disminucién en la proporcion de area
correspondiente a la banda de 42 KDa, en el ayuno con respecto al
control, tanto in vivo. como en el organo perfundido.

La figura [3C, muestra los efectos de la administraciéon de
alanina sobre las proteinas que se unen a los ribosomas hepaticos.
l.a administracion de alanina fué intraportal utilizdndose para
éstos experimentos animales mantenidos en ayuno. El mismo
estudio se realizé con higados que habian sido perfundidos
durante cortos periodos de tiempo (Fig. 12C), siendo, en éste caso,
el medio de perfusion el vehiculo utilizado para la administracion
del aminocdcido. Los resultados muestran que la presencia del
aminoacido produce un incremento en la cantidad de proteina de
la banda de 42 KDa, que se encuentra acusadamente disminuida
como consecuencia del ayuno. El patron que se manifiesta en

presencia del aminodcido es, in vivo y en higado perfundido, muy



FIGURA 12

ANALISIS DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS

EN HIGADO PERFUNDIDO.
A B C
205.0 --->
106.0 --->
974 ---> 3 ==
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450 ---> — - —
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29.0 --->

A=RATA ALIMENTADA

B=RATA EN AYUNO

C=RATA EN AYUNO+
ALANINA

Las biopsias hepaticas se obtuvieron de higados de ratas ayunadas durante
48 h. o de ratas alimentadas ad libitum, que habian sido perfundidos
previamente con un medio Krebs-Ringer bicarbonatado en presencia 6 en
ausencia de 2 mM alanina. Tras la purificacion (descrita en el apartado
(8.1.) de Métodos), las proteinas asociadas a los ribosomas se resolvieron
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE), y la visualizaciéon de las mismas se consiguié por tincién con azul
de Coomassie. Se indica (--->) la localizacién de los marcadores utilizados,
que tenian los siguientes tamafios moleculares: anhidrasa carboénica (29.0
KDa), ovoalbimina (45.0 KDa), seroalbimina bovina (66.0 KDa), fosforllasa
B (97.4 KDa), p-galactosidasa (116.0 KDa) y miosina (205.0 KDa). .



FIGURA 13

ANALISIS DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS
HEPATICOS IN VIVO.

A B C
205.0 ---> — gy
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- =
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=RATA ALIMENTADA
- B=RATA EN AYUNO
C=RATA EN AYUNO+
ALANINA

Las biopsias hepaticas, procedentes de higados de ratas ayunadas
durante 48 h. o de ratas alimentadas ad libitum, fueron
procesadas segin se describe en Métodos. La alanina se
administré intraportalmente mediante ipyeccién lenta de una
solucién isoosmética del aminoicido; en los casos en los que no se
administré6 alanina se inyectd el mismo volumen de solucién
salina. Las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE en un gel de
poliacrilamida al 10%. Se indica (-->) el tamaifio molecular (en
KDa) y la localizacién de los marcadores de utilizados.

+



FIGURA 14

ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS PROTEINAS
ASOCIADAS A RIBOSOMAS HEPATICOS.

IN VIVO HIGADO PERFUNDIDO

" MJ‘ {W\‘M&IM ot *’IWJ\ b,

CONTROL

et W\,;NMMH " W'ﬁ iwuhﬁl#) M

ATUNO

kf
MMWMM‘“ P “,J\;W WL“M

ATUNO + ALANINA

La densitometria obtenida a partir de las bandas de proteinas que
aparecen en las figuras 12 y 13, muestra el efecto del ayuno y de la
administracién de alanina sobre las proteinas asociadas a ribosomas
hepaticos. Para ¢l analisis densitométrico se utilizé el programa de
analisis de imagenes Image 1.31, previa captaciéon de la imagen del
gel con un scanner y sistema de digitalizacién de imagenes (Quick
Image 24). Se indica (-->) la localizacion de la banda de proteinas
(42 KDa), que resulta alterada por el ayuno y por la administracion
de alanina.
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similar al que resulta de higados de animales alimentados. El
analisis densitométrico de las bandas confirma el incremento en el
area correspondiente a la banda de 42 KDa.

Cuando ¢l experimento se realizd con hepatocitos aislados
(Fig. 15). se pudo también observar que existe una banda
correspondiente a un peso molecular de 48 KDa que aumenta en
presencia de alanina. Es de destacar que no aparece ninguna banda
en la zona correspondiete a 42 KDa de P.m. Sin embargo, la figura
16, muestra la autorradiografia correspondiente a las proteinas
que se asocian a ribosomas obtenidas de hepatocitos procedentes
de animales en ayuno, incubados en presencia de [3?P] durante 15
min. y, cuando se indica, 2 mM alanina. Se pueden observar tres
bandas, una de peso molecular aproximado de 200 KDa, otra de
peso molecular 42 KDa, y una tercera de 25 KDa de peso molecular.
La densitometria de ésta autorradiografia aparece en la figura 17.
Como puede apreciarse el area correspondiente a la proteina de
P.m. 42 KDa es menor en presencia que en ausencia de alanina.
Esta observacion sugiere la posibilidad de que la asociacidn de ésta
proteina a los ribosomas requiera su desfosforilacion y, por tanto,
quc haya una etapa reguladora mediada 0 bien por una
disminucién en la actividad de una proteina quinasa 0 un aumento
en la actividad de una fosfatasa. Para estudiar este punto
utilizamos un inhibidor de proteinas fosfatasas, el acido okadaico
(Cohen y col., 1990). L.a Tabla 6, muestra como la presencia de éste

compuesto inhibe casi totalmente la incorporaciéon de [3H]}-valina



en proteinas, en cualquiera de las situaciones estudiadas. Este
resultado apoya fuertemente la posibilidad de que la actividad de
una proteina-fosfatasa sea un requerimiento wnecesario para la

actividad de sintesis de proteinas hepaticas.



FIGURA 15

ANALISIS DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS

EN HEPATOCITOS AISLADOS.
A B C

205.0 ---> =
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- B=RATA EN AYUNO
C=RATA EN AYUNO+
ALANINA

Las proteinas asocidas a ribosomas fueron purificadas a partir de
hepatocitos obtenidos de higados de ratas mantenidas en ayuno
durante 48 h. (B, C) o de ratas alimentadas ad libitum (A), en
ausencia (A,B) o en presencia (C) de 2 mM alanina. Las proteinas
se resolvieron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%.
Se indica (-->) el tamafio, en KDa, y la localizacién de los
marcadores moleculares utilizados.



FIGURA 16

EFECTO DE LA ALANINA SOBRE FOSFORILACION DE
PROTEINAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS HEPATICOS.

A B
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El autorradiograma muestra el efecto de la alanina sobre la
fosforilacién de proteinas asociadas a ribosomas. Las proteinas se
purificaron a partir de hepatocitos ,procedentes de ratas
mantenidas en ayuno durante 48 h. que habian sido incubados
en presencia o en ausencia de alanina, en un medio que contenia
[32P] (0.5 mCi/ml). Se indica (--->) los tamafios moleculares
aproximados (en KDa), de las proteinas que se fosforilan.



FIGURA 17

ANALISIS DENSITOMETRICO DE LA FOSFORILACION DE
PROTEINAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS HEPATICOS.
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La densitometria obtenida a partir del autorradiograma que
aparece en la figura 16, muestra el efecto de la administracion
de alanina sobre la fosfortlacién de proteinas asociadas a
ribosomas hepaticos. Para el analisis densitométrico se utilizd
el programa de analisis de imagenes Image [.31, previa
captacién de la imagen del gel con un scanner y sistema de
digitalizacion de imagenes (Quick Image 24). Se indica (-->) la
localizacion de las bandas de proteinas que experimentan
fosforilacion.




TABLA 6

EFECTO DEL ACIDO OKADAICO SOBRE INCORPORACION DE [3H]-
VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS AISLADOS

INCORPORACION  DE  L-[3H}-VALINA
EN PROTEINAS

(CPM x mg! x h'1)

CONTROL AYUNO
Ac. Okadaico (1 uM) - + - +
- AMINOACIDOS 913 51 387 33
+ ALANINA (2 mM) 1078 69 740 104

Los hepatocitos obtenidos de animales alimentados ad libitum 6
mantenidos en ayuno durante 48 horas, fueron incubados en KRB con
ficoll al 2% y [3H]-valina (10 pCi/umol) y, cuando se indica, 2 mM
alanina y/6 1 uM acido okadaico. El procesamiento de las muestras
tuvo lugar segin se indica en Métodos.



2.- RELACION ENTRE EL EFECTO DE LOS AMINOACIDOS
REGULADORES DE SINTESIS DE PROTEINAS Y EL
TRANSPORTE DE IONES A TRAVES DE LA MEMBRANA
PLASMATICA.

2.1.- EFECTO DE ALANINA SOBRE FLUJOS IONICOS EN HIGADOS
PERFUNDIDOS.

La alanina es cotransportada al interior de la célula con Na™
(Edmondson y col., 1979; Kristensen y col., 1983; Vidaver y col.,
[964). Esto implica que para mantener el gradiente de Na® a
ambos lados de la membrana plasmatica se pongan en marcha los
mecanismos necesarios (la bomba Na*/K*, la bomba Na*/H* §
ambas). Esto da lugar a cambios en otros parametros celulares,
tales como pH intracelular, contenido de agua (Scharschmidt y Van
Dyke, 1983), creacion de canales de K* (Bear y Petersen, 1987,
Sheppard y col., 1988), ectc., algunos de los cuales podria ser
necesario para la activacion de sintesis de proteinas. Para estudiar
la respuesta ionica del tejido hepatico a la entrada de alanina,
hemos utilizado un sistema de perfusidon hepatica, desarrollado en
nuestro laboratorio (Urcelay y col., 1989), que permite registrar
simultineamente los cambios en pQOz, pH, pK* y pCa?*, en el
efluente hepatico. La figura 18, muestra el efecto de alanina sobre
éstos parametros. Como puede verse la administracion de alanina
da lugar a un cambio en ¢l consumo de oxigeno (panel superior
izquierdo) que va acompaiado de una entrada de K* al interior del
tejido, reflejada por su disminuciéon en el efluente hepético (panel
superior derecho). Simultineamente, se¢ observa una disminucién
rapida y transitoria del pH en el efluente seguida de una situacién

estacionaria en la que ¢l pH s¢ mantiene por encima de los niveles



FIGURA 18
EFECTO DE ALANINA SOBRE CONSUMO DE
OXIGENO, pH, [K*] Y [Ca?'] EN EL EFLUENTE
HEPATICO DE ANIMALES EN AYUNO.
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Higados aislados de ratas, sometidas a ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos como se describe en Métodos. Las variaciones en pH, [K'],
[Ca2*] y [O,] fueron determrinadas usando electrodos especificos,
emplazados en el efluente hepatico, segiin se describe en Métodos.
Los valores de A representan la diferencia entre los valores en

presencia de alanina 2 mM y los valores en auscncia de sustrato en el
medio de perfusion.



basales (panel inferior izquierdo). No se observaron alteraciones
significativas en [Ca2*] en el efluente (panel inferior derecho).
Estos resultados indican que el hecho mas significativo inducido
por la administracion de alanina es el influjo de K*. Por tanto,
parece que la activacion de la bomba Na*/K* es el mecanismo mas
importante implicado en el mantenimiento de concentraciones
intracelulares fisiologicas de Na™.

Para valorar la importancia de éstos flujos i0nicos en el
mecanismo de accidén de la alanina sobre sintesis de proteinas
estudiamos el efecto de inhibidores de las bombas Na*/K*
(ouabaina (Lubin, 1967)) y Na*/H* (amilorida (Salako y Smith,
1970; Cuthbert y Shum, 1976). El estudio del efecto de éstos
inhibidores se acompaiié de un estudio paralelo de su efecto sobre

concentraciones de iones en el efluente de higados perfundidos.

2.2.- EFECTOS DY AMILORIDA Y DE OUABAINA  SOBRE FLUJOS
IONICOS Y MARCAJE DE PROTEINAS CON [BH|-VALINA.

2.2.1.- Efecto de amilorida.

La figura 19, muestra el efecto de amilorida en higados
aislados y perfundidos, sobre la concentracion de iones en el
efluente. La administracion de amilorida a higados perfundidos
con alanina no produce alteraciones significativas en el consumo
de oxigeno (panel superior izquierdo), ni en las concentraciones de
K* (panel superior derecho) 6 de Ca?* (panel inferior derecho). El

pH (panel inferior izquierdo) del efluente disminuyd en presencia
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FIGURA 19

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE AMILORIDA
SOBRE CONSUMO DE OXIGENO, pH, [Ca?'] Y [K*] EN
EL EFLUENTE HEPATICO.
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Higados obtenidos de animales mantenidos en ayuno durante 48 h.,
fueron perfundidos como se describe en Métodos. Los valores dados
en A, son la diferencia entre los valores del registro obtenidos en
presencia de sustrato (alanina 2 mM) ¢ inhibidor (amilorida 0.2 mM)
y los valores obtenidos en ausencia de los mismos (KRB).
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de amilorida, en proporcién similar a lo que habia aumentado tras
la administraciéon de alanina (Fig. 18).

El efecto de amilorida sobre la incorporacion de
radioactividad en proteinas de hepatocitos aislados de rata se
muestra en las figuras 20, 21 y 23. En hepatocitos de ratas
mantenidas en ayuno (Fig. 20), la presencia de aminoacidos en el
medio de incubaciéon (alanina panel izquierdo, prolina panel
derecho), estimulo la sintesis de proteinas del orden de tres veces.
La utilizacién de concentraciones de amilorida del 0.2-0.25 mM,
suprimié dicho efecto estimulador (Fig. 20). El efecto de amilorida
fué del 60% en ausencia de aminoacidos y del 75% en su presencia.
Cuando se utilizaron concentraciones de amilorida por encima de
0.25 mM, el porcentaje de inhibicién fué¢ similar en ausencia y en
presencia del aminoacido, hasta alcanzarse la total inhibicidon de la
actividad de sintesis de proteinas a concentraciones del orden de 1
mM (Fig. 21, panel superior). La figura 21 (panel inferior) muestra
que la amilorida fue capaz de inhibir sintesis de proteinas en
ststemas acelulares. El hecho de que en éstas condiciones la
concentracion de amilorida necesaria para la maxima inhibicion
sea menor que en células intactas, sugiere que en éstas ultimas
existe alguna restriccion en el transporte de la droga al interior de
la célula.

La figura 22, muestra que cuando los hepatocitos
procedentes de ratas mantenidas en ayuno fueron incubados en
presencia de 0.2 mM amilorida y concentraciones crecientes de
alanina 6 de prolina (2-50 mM), la inhibiciéon del marcaje de

proteinas no se revierte.



FIGURA 20

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION
DE [PH]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES MANTENIDOS EN AYUNO

800 + -
i ALANINA PROLINA
4
7 i /
=B
28
. E o 600 » =
£z %
o2
s
25 g
= 400 -
— @
=7
S
Z 23
. A A
= Y 200 F - 5 "
= 7\ .
T CONTROL " CONTROL
O L 1 1 1 1 1 1 1 1 [ 1 ]
0.0 0.1 0.2 0.0 0.1 0.2

IAMILORIDA] (mM)

Los hepatocitos, obtenidos de animales mantenidos en ayuno
durante 48h., fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al
2% (p/v) y L-[PH]-valina (10uCi/umol), en ausencia (—o-) y en
presencia (——) de 2 mM alanina 6 1 mM prolina y de las
concentraciones indicadas de amilorida. Los simbolos representan
el valor medio de al menos 5 experimentos individuales por
triplicado, y las barras verticales el error estandar de la media.



FIGURA 21

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION DE [3H|}-
VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS AISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO Y EN UN SISTEMA LIBRE DE

CELULAS.
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Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas mantenidas en ayuno durante 48h., fueron
incubados durante § h. en KRB con ficoll al 2% (p/v) ¥y L-[3H]-va]ina ([0uCi/umol), en
presencia de amilorida a las concentraciones que se indican y en ausencia (—0—) & en
presencia  (—-) de 2 mM alanina. Los resuitados mostrados en el panel superior son la
media de al menos 5 expenimentos individuales por triplicado y las barras verticales
el error estandar de la media. La diferencia entre la media de los valores obtenidos
con 0 6 0.2% mM amilonda resultd ser estadisticamente sigmificativa (test pareado de
la t de Student, P < 0.05) en todas las situaciones experimentales estudiadas. El panel
inferior muestra ¢l efecto de amilorida sobre la incorporacién de |3H]Ava!ina en
sistemas acelulares de higado. El experimesto se realizé como se describe en Métodos.



INCORPORACION DE

FIGURA 22

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA CINETICA DE
INCORPORACION DE [3H]-VALINA EN PROTEINAS,
ESTIMULADA POR ALANINA Y POR PROLINA.
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Los hepatocitos, procedentes de ratas mantenidas en ayuno
durante 48., fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2% y
L-[?H]-valina (10 uCi/umol), en ausencia (—o—) & presencia (——) de
0.2 mM amilorida, y de las concentraciones indicadas de alanina ¢
de prolina. Los simbolos representan los valores medios de 3
experimentos individuales por triplicado, y las barras verticales el
error estandar de la media. Las diferencias entre los valores
obtenidos en ausencia y en presencia de 0.2 mM amilorida fueron
estadisticamente significativas cuando se utilizaron concentraciones
de alanina 6 prolina comprendidas eatre I y 50 mM (test pareado
de la t de Student, P < 0.05).



FIGURA 23

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION
DE {3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD

LIBITUM.
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Los hepatocitos, procedentes de ratas alimentadas ad [libitum,
fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2% (p/v) y L-
[3H]-valina (10uCi/umol). La incubaciéon se realizé en presencia
(—o-) 6 ausencia (——) de 2 mM alanina, y de las concentraciones
indicadas de amilorida. Los simbolos representan el valor medio
de al menos 3 experimentos individuales por triplicado, y las
barras wverticales el error estandar de la media. l.a diferencia
entre la media de los valores obtenidos a 0 y 0.25 mM amilorida
resultd estadisticamente significativa en ausencia de alanina (test
parcado de la t de Student, P < 0.001).
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Cuando los hepatocitos procedian de animales alimentados
ad libitum, la presencia de aminodcidos no tuvo efecto sobre el
marcaje radioactivo de protcinas (Fig. 23). La presencia de
amilorida en el medio de incubaciéon ocasiond una inhibicion (65%)
similar a la obtenida con hepatocitos de animales mantenidos en

ayuno.

2.2.2.- Efecto de ouabaina.

La figura 24, muestra el efecto de ouabaina sobre consumo
de oxigeno, [K*], pH y [Ca*] en el efluente de higados aislados y
perfundidos con 2 mM alanina. La presencia de ouabaina indujo
una disminucién del consumo de oxigeno (panel superior
izquierdo), un aumento de la [K*] (panel superior derecho) y del
pH (panel inferior izquierdo), en el efluente hepatico. No se
observaron cambios en la [Ca2*] (panel inferior derecho).

Las figuras 25 y 26, muestran el efecto de ouabaina sobre la
actividad de sintesis de proteinas en hepatocitos aislados. Cuando
las preparaciones procedian de hepatocitos aislados a partir de
animales mantenidos en ayuno (Fig. 25) la inhibicién de la
incorporacion de marcaje radioactivo a proteinas, fué
significativamente mas alta en presencia (75%), que en ausencia
(35%) de aminoacidos, alcanzandose el méaximo efecto represor de

la estimulacidn proteica a concentraciones de ouabaina cercanas a

2 mM.



FIGURA 24

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OUABAINA
SOBRE CONSUMO DE O,, pH, [K*] Y [Ca?*| EN EL
EFLUENTE HEPATICO DE ANIMALES EN AYUNO.
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Higados aislados de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., fueron

perfundidos como se describe en Métodos

caracteristicas descritas en la Fig. 19.

y con las mismas



FIGURA 25

EFECTO DE OUABAINA SOBRE INCORPORACION DE
[3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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El experimento se realizd con hepatocitos aislados de animales mantenidos en
ayuno durante 48 h., en las condiciones descritas en la figura 20. El medio de
incubacion fué suplementado con diferentes concentraciones de  ouabaima  y
en ausencia (— (2-—) & en presencia (——) de 2 mM alanina 6 1 mM prolina. Los
simbolos tepresentan el valor medic de al menos 3 experimentos  individuales
por triplicadol Los valores obtenidos en presencia de 2.5 mM ouabaina son el
resultado de 9 experimentos por triplicado. Las barras verticales representan
el error estandar de la media. En presencia de aminodcidos, las diferencias
entre  1os valores obtenidos en presencia y en dusencia de cualquier
concentracion  de ouabaina fueron estadisticamente significativas  (test
parcado de la t de Student, P < 0.01). En presencia de aminodcidos no se
encontraron diferencias  significativas (P > (.0).



FIGURA 26

EFECTO DE OUABAINA SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD
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Los hepatocitos fueron obtenidos de ratas alimentadas ad [libitum;
la incubaciéon se realiz6 en KRB con ficoll al 2% y L-[3H]-valina
(10uCifpmol), en un medio que contenia diferentes
concentraciones de ouabaina y, en ausencia (—0—) & en  presencia
{(—-—) de 2 mM alanina. Los simbolos representan ¢l valor medio de
6 experimentos individuales por triplicado, y las barras verticales
el error estandar de la media. La diferencia entre los valores
obtenidos a (0 y las diferentes concentraciones de ouabaina fue
estadisticamente significativa, en todas las situaciones
experimentales  estudiadas (test parecado de la t de Student,
P < 0.001).
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Los resultados obtenidos con hepatocitos aislados de
animales alimentados ad [libitum indican que la inhibicion de la

ouabaina no depende de la presencia de alanina (Fig. 26).

2.2.3.- Efectos de la administracion de amilorida &
de ouabaina sobre la actividad metabélica de
animales mantenidos en ayuno.

El efecto inhibidor de las bombas Na*/K* y Nat/H* sobre la
actividad de sintesis de proteinas podria ser secundario a una
inhibicién del metabolismo, que diera lugar a una disminucién en
el estado energético celular. De hecho, la admanistracion de
ouabaina (Fig. 24} did lugar a una disminucidon del consumo de
oxigeno.

Esta posibilidad fue considerada estudiando los efectos de
amilorida y de¢ ouabaina sobre el metabolismo celular en ausencia
O en presencia de alanina.

La figura 27, muestra el efecto de la amilorida sobre
producciones de glucosa, lactato y piruvato, en hepatocitos de
animales mantenidos en ayuno. La incubaciéon con amilorida 0.2
mM, no ocasiona alteraciones significativas en ninguna de las
circunstancias estudiadas, ausencia ¢ presencia de alanina, sobre
produccion de glucosa, lactato O piruvato.

La figura 28 indica que la ouabaina (2.5 mM) no produce
alteraciones del metabolismo basal de los hepatocitos, sin embargo
en presencia de alanina en el medio de incubacidn, se produce una
inhibicion de la produccién de glucosa a partir de los 30 minutos

de incubacion. También se produce una disminuciéon de Ila



FIGURA 27
EFECTO DE AMILORIDA SOBRE PRODUCCIONES DE GLUCOSA,
LACTATO Y PIRUVATO EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos, obienidos a partir de ratas mantenidas en ayuno durante 438
h., fueron incubados en KRB con gelatina al 1.5% en ausencia (-1} &
presencia(——) de 0.2 mM amilorida y, cuando se indica 2 mM alanina. EIl
periodo de incubacion fue de lh., tomidndose muestras a los tiempos indicados.
Los simbolos representan el valor medio de 4 experimentos, y las barras
verticales el error estandar de la media. lLas diferencias entre los valores en
presencia y ausencia de amilorida fueron no significativas estadisticamente,
en ninguna de las situaciones experimentales estudiadas (test pareado de 1a t
de Student, P > 0.1).



FIGURA 28
EFECTO DE OUABAINA SOBRE PRODUCCIONES DE GLUCOSA,
LACTATO Y PIRUVATO EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos, procedentes de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h.,
fueron incubados durante 1 h. en KRB con gelatina al 1.5% en ausencia (—0—) 6
presencia (——) de 2.5 mM ouabaina y, cuando se indica, 2 mM alanina. Los
puntos representan la media de 4 experimentos, y las barras verticales el
error estandar de la media. Las diferencias entre las producciones de glucosa
y de lactato, con o sin ouabaina, fueron estadisticamente significativas a los 30

y 60 min. con alanina en el medio de incubacién (test pareado de la t de
Student, P < 0.05).



132

produccion de lactato y piruvato. Las Tablas 7 y 8, muestran el
efecto de los inhibidores sobre el contenido en nucledtidos de
adenina y de guanina de hepatocitos procedentes de animales
mantenidos en ayuno, en ausencia (Tabla 7) y en presencia (Tabla
8) de alanina. La amilorida no altera el contenido en nucleétidos de
adenina ¢ de guanina, ni en ausencia ni en presencia del
aminoacido, descartandose la posibilidad de que su efecto
inhibidor sobre sintesis de proteinas sea consecuencia de una
disminucidn en el estado energético celular. La oubaina, a pesar de
que altera las producciones de glucosa, de lactato y de piruvato, no
produjo cambios significativos en los cocientes ATP/ADP 6
GTP/GDP, en ninguna de las situaciones experimentales estudiadas.
Esto hace pensar que las alteraciones inducidas por ouabaina sobre
gluconeogénesis O sobre sintesis de proteinas, tampoco estin

mediadas por cambios en el estado energético de los hepatocitos.

2.2.4.- Efectos de amilorida y de ouvabaina sobre
distribucién intralextracelular de alanina.

Algunos de¢ los efectos metabolicos anteriormente descritos,
podrian ser debidos a alteraciones del metabolismo de alanina. La
presencia de los inhibidores (amilorida u ouabaina) podrian estar
perturbando determinados sistemas de transporte, dificultando el
transporte de los aminodcidos ¢ impidiendo su metabolismo. Para
estudiar ésta posibilidad cuantificamos la concentraciéon de alanina

en los compartimentos extra e intracelular durante un intervalo de

1 hora.



TABLA 7

NIVELES DE NUCLEOTIDOS DE ADENINA Y DE GUANINA EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES MANTENIDOS EN AYUNO

CONTROL AMILORIDA OUABAINA
(pmoles/g de peso himedo)

ATP [.68+0.12 1.66+0.16 1.32+0.06%
ADP F.1E+0.2 0.95+0.22 0.89+0.2
ATP/ADP 1.83+0.27 2.13+0.25 1.68+0.35
GTP (0.47+0.09 0.47+0.11 0.51+0.09
GDP 0.28+0.07 0.29-0.08 0.36+0.04
GTP/GDP 2.3340.26 2.05+0.42 1.44+0.17
*P < 0.01

Los hepatocitos obtenidos de ratas mantenidas en ayuno  durante
48 h., fueron incubados en KRB con ficoll al 2% durante 1 h., segln se
describe en Meétodos. Las concentraciones de inhibidores utilizadas
fueron: amilorida 0.2 mM y ouabaina 2.5 mM. Los valores son la
media de 4 experimentos + el error estandar de la media. Para el
tratamiento estadistico de los resultados se utilizo el test de la t de
Student.



TABLA 8

EFECTO DE ALLANINA SOBRE CONTENIDO DE NUCLEOTIDOS DE
ADENINA Y DE GUANINA EN HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES

MANTENIDOS EN AYUNO
CONTROL AMILORIDA QUABAINA
(umoles/g de peso himedo)
ATP 1.90+0.15 1.90+0.14 1.65+0.26
ADP 1.28+0.36 1.01+0.25 0.95+0.36
ATP/ADP 2.02+0.25 2.32+0.38 2.02+0.44
GTP 0.52+0.12 0.50+0.08 0.55+0.06
GDP 0.29+0.09 0.23+0.07 0.32+0.}
GTP/GDP 2.12+0.31 2.63+0.55 2.08+0.32

Los hepatocitos fueron obtenidos de ratas mantenidas en ayuno
durante 48 h. La incubacién tuvo lugar en presencia de 2 mM
alanina; las concentraciones de inhibidores utilizadas fueron: 0.2 mM
amilorida y 2.5 mM ouabaina. Los valores son la media de 4
experimentos + el error estandar de la media. Para el tratamiento
estadistico de los resultados se utilizd el test de la t de Student.



Para estudiar los efectos de amilorida y de ouabaina sobre la
utilizacion de alanina, empleamos concentraciones del aminoacido
del orden de 2 mM. Como puede observarse en las figuras 29 y 30,
la presencia de amilorida (Fig. 29) no altera la tasa de utilizacion
de alanina por hepatocitos aislados de animales ayunados. Sin
embargo en presencia de ouabaina (Fig. 30) se observa una
disminuciéon en la desaparicion del aminodcido del medio
extracelular, que resulta significativa (P < 0.005), a los 30 y 60
minutos de incubacidn.

Las ftiguras 31 y 32, muestran los resultados de las
determinaciones de alanina intracelular. Puede observarse como la
presencia de amilorida (Fig. 31) no altera los niveles intracelulares
del aminodcido. A una etapa de rapida captacion del aminoicido
(3-4 minutos), le sucede otra etapa de progresiva disminucién de
la concentracion del mismo: ésta cinética es independiente de la
presencia 0 no de amilorida en el medio de incubacidn,

Cuando el inhibidor empleado es ouabaina (Fig. 32), destaca
la concentracion intracelular de alanina a los 4 minutos de
incubacién, que es menor que en ¢l control. Por otro lado (Fig. 30),
también se observa un decrecimiento menor en Su concentracidn
intracelular, que quizds refleje una disminucién en su
metabolismo. Esta interpretaciéon es acorde con el efecto de
ouabaina disminuyendo las producciones de glucosa, lactato y
piruvato (Fig. 28).

Las figuras 33 y 34, muestran los valores del cociente
[ALANINA Jintracelular/[ ALANINA]extracelular en las distintas

situaciones experimentales estudiadas. El anilisis de éstos



FIGURA 29

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE CAFTACION DE
ALANINA POR HEPATOCITOS AISLADOS
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Los hepatocitos, obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h., fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2%, y en
presencia de 2 mM alanina y, cuando se indica, 0.2 mM amilorida.
Las muestras fueron procesadas segin se describe en Métodos. Los
puntos representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las
barras verticales el error estandar de la media. La diferencia entre
los valores obtenidos en presencia y en ausencia de amilorida fue
en todos los casos no significativa (test pareado de la t de Student,
P>0.1).



FIGURA 30

EFECTO DE OUABAINA SOBRE CAPTACION DE
ALANINA POR HEPATOCITOS AISLADOS
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Los hepatocitos procedentes de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h., fueron incubados en KRB con ficoll al 2%, en presencia de 2
mM alanina y, cuando se¢ indica, 2.5 mM ouabaina. El periodo de
incubacion fue de 1 h., tomandose muestras a los tiempos
indicados, que fueron procesadas segin se describe en Métodos.
Los puntos representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las
barras verticales el error estandar de la media. La diferencia entre
los wvalores obtenidos en presencia y en ausencia de ouabaina
resulto estadisticamente significativa a los 30 y 60 min. de
incubacion (test pareado de la t de Student, P < 0.005).



FIGURA 31

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE EL CONTENIDO
INTRACELULAR DE ALANINA EN HEPATOCITOS
AISLADOS.
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Hepatocitos de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., fueron
incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2%. El medio de
incubacién fué suplementado con 2 mM alantna y, cuando se indica,
0.2 mM amilorida. Las muestras, recogidas a los tiempos indicados,
se¢ procesaron segin se describe en Métodos. Los puntos
representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las barras
verticales el error estandar de la media. Las diferencias entre los
valores obtenidos en presencia y en ausencia de amilorida no son
significativas (test pareado de la t de Student, P > 0.1).



FIGURA 32

EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL CONTENIDO
INTRACELULAR DE ALANINA EN HEPATOCITOS
AISLADOS.
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Los experimentos se realizaron con hepatocitos aislados de
animales mantenidos en ayuno durante 48 h., en las condiciones
descritas en la fig. 30. El medio fué¢ suplementado con 2 mM
alanina y, cuando se indica, 2.5 mM ouabaina. Los puntos
representan ¢l valor medio de 4-6 experimentos. y las barras
verticales el error estandar de la media. La diferencia entre los
valores obtenidos a los 30 y 60 min. de incubacién fué

estadisticamente significativa (test pareado de la t de Student, P <
0.1).



FIGURA 33

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE EL COCIENTE
[ALANINA]intracelular/[ALANINA]extracelular

EN HEPATOCITOS AISLADOS.
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Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas mantenidas en ayuno
durante 48 h., fueron incubados en presencia de 2 mM alanina y,
cuando se¢ indica, 0.2 mM amilorida. E! cociente [alanina
intracelular] / [alanina extracelular] se calculé corrigiendo los
valores de alanina intracelular a mM, asumiendo un volumen
celular de 0.57 ml/g de peso humedo. Los puntos representan el
valor medio de 4-6 experimentos, y las barras verticales el error
estandar de la media. Las diferencias entre los valores obtenidos en
presencia y en ausencia de amilorida no son significativos (test
pareado de la t de Student, P > (.1).



FIGURA 34

EFECTO DE QUABAINA SOBRE EL COCIENTE
[ALANINA]intracelular/[ALANINA ]extracelular

EN HEPATOCITOS AISL.ADOS.
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Los hepatocitos fueron obtenidos de ratas mantenidas en ayuno
durante 48 h.. las condiciones experimentales fueron las mismas
que las descritas en la fig. 30. El medio de incubacién contenia 2
mM alanina y, cuando se indica, 2.5 mM ouabaina. Los puntos
representan ¢l valor medio de 4-6 experimentos, y las barras
verticales el error estandar de la media. Las diferencias entre los
valores obtenidos en presencia y en ausencia de ouabaina fueron

significativas a los 60 min. de incubacién (test pareado de la t de
Student, P < 0.1).
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cocientes confirma que la amilorida (Fig 33) no altera
significativamente la distribuciéon de la alanina; sin embargo la
ouabaina (Fig 34) produce acimulo intracelular del aminoacido

que se pone de manifiesto después de 30 minutos de incubacion.

2.3.- EFECTO DE IONOFOROS DE Nat Y HY SOBRE EL MARCAJE DE
PROTEINAS.

Los resultados anteriores indican que tanto la inhibicion de
la bomba Na‘*/H* como de la bomba Na'/K*., producen una
inhibicién de sintesis de proteinas incluso en ausencia de
aminoacidos. Este efecto puede ser debido a un acimulo de uno de
los 1ones & a su posible defecto. Para intentar discriminar entre
estas posibilidades, estudiamos el efecto de la perturbacion de los
gradientes idénicos sobre el marcaje de proteinas y sobre otras
rutas metabolicas. Para ello, utilizamos monensin (ionéforo de H7
(Pressman. 1976)) y gramicidina D (ionéforo de Na* (Burgi y col.,

1966)).

2.3.1.- Efecto de monensin.

La figura 35. muestra el efecto de monensin sobre la
incorporacion de L-{?H]-valina en proteinas en hepatocitos aislados
de animales mantenidos en ayuno. Los resultados indican que el
efecto de monensin, no parece ser exclusivo y especifico de la
sintesis estimulada por aminoiacidos. En ambas condiciones
experimentales, ausencia ¢ presencia de alanina 6 de prolina,

concentraciones de monensin por encima de 20 uM, producen



INCORPORACION DE

FIGURA 35

EFECTO DE MONENSIN SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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Hepatocitos aislados de animales mantenidos en  ayuno durante 48h. fueron
utilizados en las mismas condiciones experimentales descritas en la figura
20. Se anadié al medio de incubacidon monensin y, cuwando se indica, 2 mM
alanina 6 | mM prolina. Los simbolos del griafico sitwado a la derecha
representan ¢l valor medio de al menos 4 experimentos individuales y los de
la izquierda el valor mediv de al menos & experimentos, todos ellos por
triplicado. Las barras verticales representan el error estandar de la media.
Las diferencias entre los valores obtenidos a 0 y concentraciones de
monensin por encima de 8 pM fueron estadisticamente significativas  (test
pareado de la t de Student, P < 0.03), tanto en presencia como en ausencia de
alanina ¢ prolina,
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maxima inhibicién de sintesis de proteinas, que porcentualmente
representa un 60%. El efecto que éste compuesto provoca sobre la
biosintesis proteica de hepatocitos de animales alimentados, queda
reflecjado en la figura 36. En éstas condiciones, la inhibicion es
mucho menor (25%) que la que se obtiene en hepatocitos de ratas
mantenidas en ayuno.

La figura 37 muestra que 40 uM monensin produce una
inhibicién del 50% en la produccién de glucosa. En todas las
situaciones experimentales estudiadas, el monensin induce la
acumulaciéon de lactato y piruvato a lo largo de la incubacion. La
concentracion de lactato en presencia de monensin llega a ser
incluso doble que en el control.

El efecto de monensin sobre el contenido en nucledtidos de
adenina y guanina se muestra en la Tabla 9. En dicha tabla se
aprecia que el monensin indujo una disminucidén estadisticamente
significativa de! contenido de ATP, en hepatocitos de animales
mantenidos en ayuno, tanto en ausencia como en presencia de
alanina.

Es interesante sefialar que el efecto de monensin inhibiendo
gluconeogénesis y disminuyendo el contenido de ATP, no va
acompanado de una disminucién del transporte de alanina. La
figura 38 muestra como el monensin no altera la desaparicion de
alanina del medio extracelular, produciéndose un actmulo
intracelular del aminoédcido (Fig. 39). La figura 40 muestra como el
cociente [ALANINAJintracelutar/[ ALANINA]extracelular se

incrementa al doble en presencia de monensin.



FIGURA 36

EFECTO DE MONENSIN SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD
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Los hepatocitos, procedentes de ratas alimentadas ad libitum,
fueron incubados en KRB con ficoll al 2% 1y L-[3H]-valina
(10uCi/umol). La incubacidén se realizd en presencia de diferentes
concentraciones de monensin y en ausencia (—o—) O en  presencia
(—+-) de 2 mM alanina. Los simbolos representan el valor medio de
al menos 3 experimentos individuales por triplicado, y las barras
verticales el error estandar de la media. la diferencia entre los
valores obtenidos con 0 y 40 pyM monensin en ausencia de alanina,

fué estadisticamente significativa (test pareado de la t de Student,
P < 0.05).



FIGURA 37
EFECTO DE MONENSIN SOBRE PRODUCCIONES DE GLUCOSA,
LACTATO Y PIRUVATO EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos, obtenidos de ratas mantemidas en ayuno durante 48 h., fueron incubados
en KRB con gelatina al 1.5% en ausencia (—U—) 6 presencia (——) de 40 pyM monensin vy,
cuando se indica, 2 mM alanina. El periode de wncubacidon fue de | h., tomandose muestras
a los tiempos iudicados. los puntos representan el valor medio de 4 experimentos, y las
barras verticales el error estandar de la media, Las diferencias de los valores en
ausencia y en presencia de moneasin, resultaron estadisticamente significativas en
presencia de alanina a los 30 y 60 min. de incubacién (test pareado de la t de Student,
produccidén de glucosa y lactato: P < 0.01; produccién pimavato: P < 0.05). En ausencia de
alanina, fueron también significativas las diferencias  de produccidon de glucosa a los
60 min. ( P < 0.05 3, vy las de lactato y piruvato a los 30 v 60 min. de incubacién ( P <
0.05).



TABLA 9

EFECTO DE MONENSIN SOBRE EL CONTENIDO EN NUCLEOTIDOS DE
ADENINA Y DE GUANINA EN HEPATOCITOS AISLADOS

(umoles/g de peso hamedo)

CONTROL MONENSIN
(Alanina 2 mM) - + - +
ATP 1.68+0.12 1.90:0.15 1.33+0.15% 1.45+0.22%*
ADP 1.11+0.2 1.28+0.36 [.18+0.34 0.94+0.25
ATP/ADP 1.83+0.27 2.02+0.25 1.33+0.21 1.70+0.24
GTP 0.47+0.09 0.52+0.12 0.49+0.13 0.44+0.1
GDP 0.28+0.07 0.29+0.09 0.46+0.14 0.41+0.1
GTP/GDP 2.33+0.26 2.12:0.31 1.40+0.52 1.29+0.31

* P <005 %% P <0.0]

Los hepatocitos, obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante 48
h., fueron incubados en KRB con ficoll al 2% durante 1h., seglin se
describe en Métodos. Los experimentos se realizaron en ausencia 6
en presencia de 2 mM alanina. La concentraciéon de monensin
utilizada fué 40 pM. Los valores son la media de 4 experimentos * el
error estandar de la media. Para el tratamiento estadistico de los
resultados se utihizo el test de la ¢ de Student.



FIGURA 38

EFECTO DE MONENSIN SOBRE CAPTACION DE ALANINA

POR HEPATOCITOS AISLADOS
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Los hepatocitos, obtenidos de animales mantenidos en ayuno
durante 48 h., fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al
2%, en presencia de 2 mM alanina y, cuando se indica, 40 puM
monensin. A los tiempos indicados se¢ tomaron muestras que fueron
procesadas segan se describe en MéEtodos. Los puntos representan
¢l valor medio de 4-6 experimentos, y las barras verticales ¢l error
estandar de la media. La diferencia entre los valores obtenidos en

presencia y en ausencia de monensin no es significativa (test
parcado de la t de Student, P > 0.1).



FIGURA 39

EFECTO DE MONENSIN SOBRE ElL. CONTENIDO
INTRACELULAR DE ALANINA EN HEPATOCITOS

AISLADOS.
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Hepatocitos aislados de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h.,
fueron incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2% . El medio de
incubacién contenia 2 mM alanina y, cuando se indica, 40 puM
monensin. A los tiempos sefalados se tomaron muestras que se
procesaron segin se describe en Métodos. Los puntos representan
el valor medio de 4-6 experimentos, y las barras verticales el error
estandar de la media. Las diferencias entre los valores obtenidos en
presencia y en ausencia de monensin fueron estadisticamente

significativas a los 30 y 60 min. de incubacidén (test pareado de la t
de Student. P < 0.01).



FIGURA 40

EFECTO DE MONENSIN SOBRE EL COCIENTE
[ALANINA]intracelular/[ALANINA extracelular
EN HEPATOQCITOS AISL.ADOS.
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Los hepatocitos, obtenidos de animales mantenidos en ayuno
durante 48 h., se incubaron en las mismas condiciones descritas en
la fig. 38; ¢l medio de incubacién contenia 2 mM alanina y, cuando
se indica, 40 uM monensin. Los puntos representan ¢l valor medio
de 4-6 experimentos, y las barras verticales el error estandar de la
media. La diferencia entre los valores obtenidos en presencia y en
ausencia de monensin fue estadisticamente significativa a los 30 y
6( min. de incubacién (test pareado de la t de Student. P <0.05).



2.3.2.- Efecto de gramicidina D.

La figura 41, muestra el efecto de gramidicina D (iondforo de
Na't) sobre la actividad de sintesis de proteinas en hepatocitos de
animales mantenidos en ayuno. La presencia de 50 pg/ml de
gramicidina D en el medio de incubacion (Fig. 41), produce
inhibicion del 76% de la tasa de incorporacion de [?Hj-valina en
proteinas, siendo su efecto independiente de la presencia 6 no de
aminoacidos en el medio de incubacion.

La figura 42, muestra el efecto de éstos inhibidores sobre la
sintesis de proteinas en preparaciones de hepatocitos procedentes
de animales alimentados ad [ibitum. Se observa que la inhibicidén
es mucho menor (24%) que la observada en células de animales
sometidos a ayuno. El efecto también es independiente de la
presencia 0 no de alanina. El andlisis estadistico de los resuitados
muestra que las diferencias entre los valores obtenidos en
ausencia y en presencia de gramicidina D son estadisticamente
significativas, (P < 0.05), cuando las células se incuban en ausencia

de alanina.

24.- EFECTO DE QUININA SOBRE LA INCORPORACION DE [3H]-
VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS AISLADOS Y FLUJOS
IONICOS EN HIGADO PERFUNDIDQ.

El hecho de que la inhibicion de la bomba Na'/K* por
ouabaina produzca una inhibicion selectiva de la estimulacion de
sintesis de proteinas por aminoacidos, sugiere la implicaciéon del
flujo de K* en la accion de los aminodcidos. Se ha descrito que en

hepatocitos, al igual que en otras células de mamiferos (Sheppard



FIGURA 41

EFECTO DE GRAMICIDINA D SOBRE LA
INCORPORACION DE [PH]-VALINA EN PROTEINAS
DE HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES EN

AYUNO.
1000 [ -

o
o= = so0 b -
A= =
L, S 2
65 3 ALANINA PROLINA
S B 600 b i
</ 5
i
Cﬁ': B 400 B
vz £
Z -
Sz

— U

o S

- 200 -

CONTROL CONTROL
O 'l L Il A 1 L A i Il 1
0 40 80 0 40 80

[GRAMICIDINA D] (ugiml)

El experimento fué realizado como se describe en la figura 20, utilizando
hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno durante 48 h., la
incubacién se realizdé en presencia de diferentes concentraciones de
gramicidina D, y en ausencia (—UY—) O en presencia (—+—) de 2 mM alanira 6
| mM prolina. Los simbolos son la media de al menos 3 experimentos
individuales por triplicado, y las barras verticales el error estandar de la
media. Cuando se utilizaron concentraciones de gramiciding D por encima
de 25ug/mi, en presencia de alanina ¢ prolina, las diferencias con los
valores obtenidos en ausencia del inhibidor fueron estadisticamente
significativas (test pareado de la t de Student, P < 0.05).



FIGURA 42

EFECTO DE GRAMICIDINA D SOBRE LA
INCORPORACION DE [?H]-VALINA EN PROTEINAS
DE HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES
ALIMENTADOS AD LIBITUM.
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Los hepatocitos, obtenidos de ratas alimentadas ad [libitum, fueron
incubados durante 1 h. en KRB con ficoll al 2% y L-[3H]-valina (10
pCi/umol) en presencia de diferentes concentraciones de
gramicidina D y en ausencia (—o—) 0 en presencia (——) 2 mM
alanina. Los simbolos representan ¢l valor medio de 3-6
experimentos individuales por triplicado, y las barras verticales el
error e¢standar de la media. La diferencia entre los valores
obtenidos en ausencia y presencia de gramicidina D fué

estadisticamente significativa en ausencia de alanina (test pareado
de la t de Student, P < 0.05).



y col., 1988), la alanina puede abrir canales de K%, activados por
Ca?* (Bear y Petersen, 1987). Este tipo de canales es inhibido por
quinina segin se ha demostrado en hepatocitos de cobaya (Burgess
y col., 1981; Cook y Haylett, 1985) y en otros tipos celulares
(Hardy. y col., 1975; Burgess y col., 1981). En hepatocitos de rata
no se ha podido demostrar la dependencia de Ca?' de los canales
de K* (Burgess y col., 1981; Kristensen y Folke, 1984), pero si se ha
visto que la alanina induce canales de K7* sensibles a quinina
(Kristensen y Folke, 1984). En base a ésta observacién estudiamos
el efecto de quinina en la accién de la alanina sobre sintesis de
proteinas y sobre la salida de K*.

La figura 43 muestra cémo la presencia de quinina
(Woodward, 1944; Hahn, 1979) en ¢l medio de incubacion da lugar
a una total inhibiciéon de la actividad sintética en hepatocitos
obtenidos de animales mantenidos en ayuno, tanto de la actividad
basal como de la estimulada por alanina, cuando se utilizan
concentraciones del inhibidor superiores a 0.5 mM. De igual forma,
la presencia de quinina di¢ lugar a una abolicién de la actividad de
sintesis de proteinas en hepatocitos obtenidos de animales
alimentados (Fig. 44). La figura 45 muestra el efecto de quinina en
el medio de perfusion de higados aislados. sobre el consumo de
oxigeno, pH, [K*] y [Ca?*] en el efluente. Sorprendentemente, la
presencia de quinina en ¢l medio de perfusién indujo el aumento
tanto de la [K*] como de la [Ca2*] en el efluente. Estos resultados no
estan de acuerdo con un posible papel de la quinina inhibiendo el

eflujo de K*, activado por alanina.



FIGURA 43

EFECTO DE QUININA SOBRE LA INCORPORACION DE
[PH]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos procedian de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h. El medio de incubacion contenia ficoll al 2% y L-[3H]}-valina
(10uCi/fumol), y fue suplementado, cuando se indica, con 2 mM
alanina ¢ | mM prolina y las concentraciones senaladas de
quinina. Los simbolos representan el valor medio de 6
experimentos, cada punto por triplicado, y las barras verticales el
error estandar de la media.



FIGURA 44

EFECTO DE QUININA SOBRE LA INCORPORACION DE
[3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD

LIBITUM.

» 1000 F

< =
2= 7 a0

oo g
s Z 2 CONTROL
= 7 =
Sey Wy
= -
S < g
2 £ . 400 F
S -
S = i
> 02 ALANINA
- 2 U 200 }

[-—

=

O | 1 1 i 1. 1
0.0 0.4 0.8

[QUININA] (mM)

Los hepatocitos se obtuvieron de ratas alimentadas ad [libitum. La
incubacion tuvo lugar en KRB con ficoll al 2% y L-[3H]-valina, en
un medio que contenia diferentes concentraciones de quinina y en
ausencia (—o—) ¢ en presencia (—+—) de 2 mM alanina. Los simbolos
representan el valor medio de 6 experimentos individuales por
triplicado, y las barras verticales el error estandar de la media. La
diferencia entre los valores obtenidos con 0 y las diferentes
concentraciones de quinina resultd estadisticamente significativa
en todas las situaciones experimentales estudiadas (test pareado
de la t de Student, P < 0.001).



FIGURA 45
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE QUININA
SOBRE CONSUMO DE O, pH, [K'] Y [Ca?*] EN EL
EFLUENTE HEPATICO DE ANIMALES EN AYUNO.
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Higados aislados de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos como se¢ describe en Métodos. Los valores dados en A,
son el resultado de la diferencia entre los valores del registro
obtenidos en presencia de sustrato (alanina 2 mM) ¢ inhibidor
(quinina 0.3 mM) y los valores en ausencia de los mismos (KRB).

60



2.5.- IMPORTANCIA DE LA COMPOSICION IONICA DEL MEDIO
EXTRACELULAR SOBRE LA INCORPORACION DE [PH|-VALINA EN

PROTEINAS DE HEPATOCITOS AISLADOS.

L.a observacién de que la inhibicién de la bomba Na*/K* por
ouabaina, afecta principalmente a la sintesis de proteinas
estimulada por aminoacidos, junto con el hecho de que la alanina
sea cotransportada con Na't sugiere que la acumulacion intracelular
de éste ion, sea la causa de la inhibicién inducida por ouabaina.
Para mejor comprender el papel del Na' sobre el proceso de
sintesis de proteinas, estudiamos el efecto de su sustitucidon del
medio extracelular. En otras células de mamiferos la sustitucion de
Na' extracelular sin alterar el nivel de K", da lugar a una inhibicion
de sintesis de proteinas (Petronini y col., 1989). Los resultados
mostrados en la figura 46, estan de acuerdo con ésta posibilidad,
ya que se pudo observar una inhibiciéon casi total de la actividad
basal (en ausencia de aminoicidos) de sintesis de proteinas. Es de
destacar que la sustitucion de Na™ por K*, no alterd la respuesta a
alanina, indicando que ésta fue capaz de estimular la incorporacidn
de [3H]-valina en proteinas y, por tanto, de entrar en la célula en
ausencia de Na' extracelular. La presencia de litio ¢ de manitol, sin

embargo, impidié el efecto estimulador de la alanina.



FIGURA 46

EFECTO DE LA SUSTITUCION DE SODIO, POR LITIO,
POTASIO O MANITOL, SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS.

1400 —‘
1200 + M ALANINA
Z + ALANINA
f =
= ; 1000
! =3
zg E
g“‘ = 800
v
]
£ 600
o L
= E
o= 3
Z - 2400
<
200 .
CONTROL LITIO POTASIO  MANITOL
*P o< (.05

Los hepatocitos se obtuvieron de ratas mantenidas en ayuno
durante 48 h. El medio de incubaciéon fué KRB con ficoll al 2 % y L-
[3H]-valina (10 pCi/umol), en ¢l cual ¢l sodio fué sustituido por
potasio, litio ¢ manitol y que contenia, cuando se indica, 2 mM
alanina. El tiempo de incubacion fué de 1 h. Los resultados son el
valor medio de 2-3 experimentos individuales por triplicado y
fueron estudiados estadisticamente utilizando el test de la t de
Student.
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2.6.- IMPORTANCIA DEL pH EXTRACELULAR SOBRE LA ACTIVIDAD
DE SINTESIS DE PROTEINAS.

El efecto del pH extracelular sobre la biosintesis de proteinas
en hepatocitos obtenidos de animales mantenidos en ayuno, queda
reflejado en la Tabla 10. Ni alanina ni prolina estimulan la
incorporacién de [3H]-valina en proteinas a pHs extracelulares
acidos, del orden de 6.9. Por el contrario, la estimulaciéon de la

incorporacion inducida por aminoicidos, se conserva a pH &.5.



TABLA 10

INFLUENCIA DEL pH EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMULACION DE
INCORPORACION DE L-[3H]-VALINA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
INDUCIDA POR AMINOACIDOS

pH

6.9 7.4 8.5

INCORPORACION DE L-[FH]-VALINA
{(CPM/mg de peso hiunedo x h)

CONTROL 470+65 580+84 570+66
ALANINA (2 mM) 599+35 978+95 1039+131
PROLINA (I mM) 480+18 734+56 692+46

El aislamiento ¢ incubacion de células se realizé como se describe en
Métodos. El medio utilizado tenia la siguiente composicién: 10 mM
Hepes, 135 mM cloruro sédico, 6 mM cloruro potasico, 1 mM cloruro
magnésico y 2 mM cloruro célcico, y se utilizé a los pHs indicados.
Los valores son la media de 4 cxperimentos diferentes + el error
estandar de la media.



DISCUSION



1.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE SINTESIS DE
PROTEINAS EN HEPATOCITOS AISLADOS.

La observaciéon de que en hepatocitos aislados de animales
mantenidos en ayuno la actividad de sintesis de proteinas esta
inhibida y responde a aminodcidos individuales (Fig. 20; Tabla 2),
al igual que ocurre in vivo (Pérez-Sala y col., 1987), indica que no
existe ningin factor extrahepatico implicado en la respuesta. Es
intercsante senalar que, al 1gual que ocurre in vivo (Pérez-Sala y
col., 1987), el ayuno produce en hepatocitos aislados una inhibicion
preferentemente de la etapa de iniciacion. Esto se deduce de la
observacion de que el ayuno disminuye el estado de agregaciéon de
los polirribosomas (Figs. 5 y 6; Tabla 3). Esta observacién podria
ser compatible con que hubiera un aumento de la actividad de la
etapa de crecimiento de cadenas peptidicas, que convirticra a la
etapa de iniciaciéon en la etapa limitante. Sin embargo, el hecho de
que vaya acompanado de una disminucidon de incorporacién de
radioactividad del aminodacido precursor en proteinas (Tabla 2)
demuestra que existe una Inhibicion de la etapa de iniciacién. El
efecto del ayuno sobre el estado de agregacion de los
polirribosomas hepaticos reflejado por la fraccién polirribosomal
(Tabla 3) es similar en hepatocitos (52%) que in vivo (66%) (Pérez-
Sala y col., 1987). Esta similitud es notable, sobre todo, teniendo en
cuenta que en hepatocitos el estado de agregacion de los
polirribosomas es un 25% del observado in vivo. No hemos
encontrado en la literatura otros datos sobre el estado de

agregacion de polirribosomas en hepatocitos, pero es un hecho
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conocido que la simple perfusion hepatica da lugar a una ruptura
de polirribosomas (Jefferson y Korner, 1969), sin que se conozca la
causa de éste hecho. La adicion al medio de perfusion de
concentraciones elevadas de aminoacidos, frena la ruptura de
polirribosomas (Jefferson y Korner, 1969). En esta observacion se
basé el postulado de que el disponer de concentraciones elevadas
de aminoacidos era condicidon necesaria para ¢l mantenimiento de
una actividad normal de sintesis de proteinas. Los resultados
obtenidos con hepatocitos aislados muestran que este efecto de
ruptura de polirribosomas no es impedido por la administracion de
aminoacidos 1ndividuales. Esto indica que cualquiera que sea el
mecanismo por el cual las concentraciones c¢levadas de
aminoacidos impiden la ruptura de polirribosomas en higados
perfundidos. éste es distinto del efecto de aminoacidos
individuales observado por nosotros (Tabia 3). Esta conclusion se
basa en que ¢l efecto de la alanina se puede observar solamente
en hepatocitos de animales mantenidos en ayuno. Es decir, la
alanina tiene un efecto especifico sobre los cambios en el estado de

agregacion de polirmbosomas inducidos por el ayuno.

2.-  ETAPA(®S) DEL PROCESO DE INICIACION DE
SINTESIS DE PROTEINAS AFECTADAS POR EL AYUNO
Y POR LA ADMINISTRACION DE AMINOACIDOS.

La observacion de que el ayuno disminuye la capacidad de
extractos hepaticos para formar complejos ternarios ([3°S]-Met-
tRNA-elF-2-GTP) (Tabla 4) sugiere que ésta podria ser la causa de

la inhibicion de la etapa de iniciacién de sintesis de proteinas. La
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actividad de elF-2 parece ser limitante en otros sistemas de
mamiferos (Clemens y col., 1974; Levin y col., 1976; Safer y col,
1982; Thomas y col.,, 1984) y su actividad parece estar regulada
por un proceso de fosforilacion/desfosforilacion de su subunidad «
(Gross y Mendelewski, 1977). Un aumento en la fosforilacion del
elF-2a ha sido también descrito en el tejido hepatico, utilizando
hepatocitos aislados, incubados en ausencia de lisina (Everson vy
col., 1989) 6 en higado perfundido con un tampdn carente de
histidina (Kimball y col., 1991). Estos resultados cdntrastan con los
obtenidos en otros sistemas, como en misculo esquelético, donde
la disminucion de la actividad de sintesis de proteinas que se
detecta tras el ayuno, no estd mediada por una alteracién en la
actividad del factor elF-2, ni en su reciclamiento ni a nivel de Ia
fosforilacion de la subunidad o {Cox y col.. 1988). La fosforilacién
de elF-20 inhibe la sintesis de proteinas mediante la inhibicién
competitiva del elF-2B, que se requiere para el reciclaje de elF-2
(Proud, 1986; Matts y col., 1983; Matts y London, 1984; Goss y col.,
1984) (Fig. 1). Es interesante sefialar que el efecto del ayuno
disminuyendo la capacidad de los extractos hepaticos para formar
complejos ternarios se puede observar incluso cuando se
determina en ausencia de Mg2* (Tabla 5). En éstas condiciones el
intercambio GTP/GDP, puede realizarse espontineamente sin que
seca necesaria la participacion del elF-2B. El hecho de que la
formacion de complejos ternarios sea cuantitativamente igual
cuando se ensaya em presencia ¢ en ausencia de Mg2* (Tablas 4 y
S)., indica que la actividad de elF-2B no se modifica ni como

consecuencia de la inhibiciéon del eIF-2, ni tampoco por una
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inhibicién independiente del elF-2, como ha sido descrito en
reticulocitos de conejo (Gross y col., 1988; Gross y Rubino, 1989).
Estos resultados contrastan con los obtenidos recientemente por
Kimball y col. (1991) en higado perfundido, donde la disminucion
de la actividad de sintesis de proteinas estd acompanada de
disminucién en la actividad del factor elF-2B.

Recientemente ha sido descrito que el elF-2a hepitico es
fosforilado tras el tratamiento con vasopresina (Kimball vy
Jefferson, 1990). La vasopresina es una hormona peptidica que
inhibe la iniciacién de sintesis de proteinas (Menaya y col., 1988) y
que da lugar a una aumento considerable de los niveles de
diacilglicerol hepiticos (Bockino y col., 1985), y como consecuencia
una activacion de proteina quinasa C (Nishizuka, 1984; Hughes vy
col.,, 1984). Este hecho podria sugerir que la fosforilacion de elF-2a
podria estar mediada por la activacion de proteina quinasa C. De
acuerdo con ésta posibilidad estd la observacion de que Ila
incubaciéon de hepatocitos aislados con otros activadores de
proteina quinasa C, tales como ésteres de forbol promotores de
tumores ¢ diacil-gliceroles sintéticos (Castagna y col., 1982;
Kikkawa y col.. 1982; Kishimoto y col., 1980; Hannun y col., 1985),
también da {ugar a una inhibicion de sintesis de proteinas
(Menaya y col., 1988) y de la actividad de elF-2 (Menaya y col.,
1991). Sin embargo. se ha visto que en higado perfundido Ia
disminucioén en la actividad del factor elF-2B estaria mediada por
una disminucion en la actividad de las proteinas fosfatasas

encargadas de llevar a cabo la desfosforilacion de elF-2a, mas que

en una activacién de la proteina quinasa C (Kimball y col., 1991).
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Stn embargo, no conocemos datos en la literatura que
permitan establecer una correlaciéon entre el ayuno y la actividad
de proteina quinasa C hepitica. El hecho de que durante el ayuno
aumenten los niveles circulantes de glucagon, hormona que actia a
través de la activaciéon de proteinas quinasas dependientes de
AMPc (Cherrington y col., 1976; Cherrington y col., 1977), sugeriria
que ¢éste mecanismo podria estar implicado en la inhibicion de elF-
2. Tampoco podemos descartar la posibilidad de que Ila
disminucion de la capacidad de formaciéon de complejos ternarios
no sea debida a un mecanismo de fosforilacion. De hecho la figura
16 muestra la autorradiografia de las proteinas asociadas a los
ribosomas de hepatocitos aislados de anmimales en ayuno e
incubados con {¥P}. Como puede apreciarse. no existe banda
alguna correspondiente a los 130 KDa ni a los 65 KDa, que son las
masas moleculares correspondientes a los factores elF-2 y elF-2«
respectivamente (Safer, 1989).

LLa administracion de¢ alanina a animales mantenidos e¢n
ayuno, si bien da lugar a un aumento en la formacién de compiejos
de iniciacion 43 S (Fig. 8), no fue capaz de aumentar la capacidad
de los extractos hepaticos para formar complejos ternarios (Tablas
4 y 5). Esta observaciéon sugiere que la actividad del elF-2 no es
limitante para la iniciacién de sintesis de proteinas en el tejido
hepatico, y estd de acuerdo con experimentos realizados con
animales mantenidos con dietas libres de proteinas (Pérez-Sala y
col., 1991), en los que se observa un aumento en la actividad de la
etapa de 1miciaciébn y una disminucién en la capacidad de los

extractos hepaticos para formar complejos ternarios. Una falta de
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correlacion similar se puede observar en higados de animales
tratados cronicamente con etanol (Bengoa, 1990). En éste caso s¢
observa una disminuciéon de la etapa de iniciacion acompainiada de

un aumento de la actividad del elF-2.

3.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION
DE AMINOACIDOS SOBRE LAS PROTEINAS UNIDAS A
LOS RIBOSOMAS HEPATICOS.

Todas las ectapas del proceso de sintesis de proteinas
requieren la unién de los distintos factores implicados a los
ribosomas (ver esquema en la Fig. l}. La etapa de iniciacion
requiere la union secuencial de los distintos factores de iniciacidn
lo que permitird finalmente la formacion de complejos 48 S y la
union de la subunidad 60 S. La unién de los distintos factores se ha
relacionado con las formas de la subunidad 40 S con distinta
densidad, observadas tanto en células del tumor ascitico de Ehrlich
(Henshaw y col., 1973; Ayuso-Parrilla y col., 1973 a y b) como en
higado aislado y perfundido (Flaim y col., 1982). En nuestro caso
no hemos podido establecer mis que un soéio tipo de subunidad 40
S (Fig. 9), que no se ve significativamente alterada por el ayuno ni
por la administracion de aminoacidos. Esta observacion puede ser
interpretada como que no existen cambios en la unidn de proteinas
a lta subunidad ribosomal ¢ que éste procedimiento no es lo
suficientemente sensible como para detectar posibles cambios. El
analisis electroforético de las proteinas unidas a los ribosomas in
vivo (Fig. 13), y en higados aislados y perfundidos (Fig. 12),

permitid detectar diferencias. La mas significativa fue Ila
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disminucion durante el ayuno de una banda correspondiente a un
tamafio molecular de 42 KDa. Esta disminucion fue revertida tanto
mediante la administracion in vivo de alanina (Figs. [13C), como
mediante su adicion al medio de perfusion de higados aislados (Fig.
12C). La observacion de que la incubacion de hepatocitos aislados
de animales mantenidos en ayuno con [3?2P] marca una banda de
42 KDa de tamano molecular (Figs. 16 y 17), sugiere que ésta
proteina es fosforilable. Una revision de la literatura no nos ha
permitido encontrar ningin dato que permita identificar a ésta
proteina como uno de los factores descritos hasta ahora que
intervienen en el proceso de sintesis de proteinas. Las otras dos
bandas, correspondientes a tamanos moleculares de 200 y 25 KDa
podrian corresponder a las subunidades del factor de iniciacion
elF-4F. El elkF-4F es un complejo formado por tres subunidades:
p25. pd46 y p220 (Grifo y col., 1983). La proteina p46, que es la
que mas se asemejaria a la proteina de 42 KDa que disminuye con
el ayuno (Figuras 12-15), es muy similar al e¢lF-4A (Edery y col.,
1983), y es una proteina de fijacion de ARN de una sola hebra,
dependiente de ATP (Abramson y col., 1987). Las proteinas p25 y
p220: pueden ser fosforiladas (Duncan y col., 1987; Bonneau y
Sonenberg, 1987; Rychlik y col., 1987; Morley y Traugh, 1989), en
las mismas condiciones en que no se ha podido observar
fosforilacion de la proteina elF-4A 6 p46 (Morley y Traugh, 1989).
Por tanto, 6 la proteina de 42 KDa que observamos disminuye en
los ribosomas con el ayuno no estd relacionada con el elF-4A, 6 en
el tejido hepatico puede ser fosforilada. Es importante resaltar que

la fosforilacién de ésta proteina parece ser cuantitativamente
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menor cuando ios hepatocitos son incubados con alanina (Fig. 16).
Esto sugiere que la activacion de sintesis de proteinas por
aminodcidos implicaria una inhibicion de la fosforilacidén, & bien
una estimulacion de la desfosforilacidon de éstas proteinas. En
apoyo de ésta uitima posibilidad esta el hecho de que la presencia
de un inhibidor de proteinas fosfatasas como es el acido okadaico
(Cohen y col., 1990), inhibe totalmente el marcaje de proteinas en
hepatocitos aisilados (Tabla 6). Estos resultados estarian de acuerdo
con los obtenidos por Rychlik y col. (1990) en linfocitos B, donde el
incremento de las tasas de sintesis de proteinas detectado tras la
activacion celular, estd relacionado con wun incremento en la
velocidad de fosforilacion/desfosforilacion del factor elF-4E, que
muy probablemente implicaria un aumento en la actividad de las
proteinas fosfatasas encargadas de la desfosforilacion. La
inhibicién de la actividad de las proteinas fosfatasas podria
también estar implicada en el incremento de fosforilacion del elF-
2a, detectado por Kimball y Jefferson (1991), que acompaiia a la
disminucion de la actividad de sintesis de proteinas. Ahora bien, el
hecho de que el dcido okadaico inhiba el radiomarcaje de proteinas
en hepatocitos aisiados de animales alimentados, asi como de
animales mantenidos en ayuno en presencia y en ausencia de
alanina (Tabla 6)., indica que la actividad de las proteinas
fosfatasas es necesaria para mantener la actividad de sintesis de
proteinas, tanto basal como estimulada. Por tanto, no es una accion

gspecifica inducida por alanina.
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4.- IMPORTANCIA DE FLUJOS DE IONES EN LA ACCION
DE LOS AMINOACIDOS REGULANDO SINTESIS DE
PROTEINAS.

El transporte de aminoicidos uneutros en hepatocitos se
produce por un mecanismo de cotransporte de Na*t (Kristensen,
1986) que podria dar lugar a una alteracion del equilibrio i6nico.
Para restaurar éste equilibrio se activa el transporte de otros
tones, con consecuencias sobre ¢l metabolismo celular aan
desconocidas. Hemos estudiado la posibilidad de que dichas
alteraciones del equilibrio i(’)nico'pudieran estar implicadas en ¢l
efecto de los aminoacidos sobre sintesis de proteinas. El
cotransportador Na'-alanina trabaja con una estequiometria 1:1
(Petersen y Findlay, 1987). La entrada de Na' estimula la bomba
Na*t/K™*, 1o cual produciria un acimulo de K7*. Los resultados
obtenidos (Fig. 18), utilizando higados aislados y perfundidos,
estan de acuerdo con que se produce un influjo neto de K%, que se
manifiesta por una disminuciéon de [K*'}] en el efluente hepético.
Simultaneamente, se produce un aumento de pH, sin que se altere
[CaZ*] (Fig. 18).

Estas observaciones sugieren que el efecto de la alanina

podria ir mediado por:

a) Un aumento de {K'] intracelular
b) Un aumento de [H'] intracelular

c¢) Una disminucion de [Na't] intracelular



La [K'] intracelular es importante y puede, a su vez, ser
causa de los cambios observados en el pH del efluente hepatico a
través de cambios del volumen celular (Kristensen, 1986). El hecho
de que la presencia de concentraciones de ouabaina del orden de 1
mM impidan selectivamente la estimulacion por aminoicidos del
radiomarcaje de proteinas (Fig. 25) implica al intercambio Na*/K*
en éste cfecto. Ahora bien, la inhibicién de la bomba Na*/K*
ademas de impedir la entrada de K* (Fig. 24), impide también el
eflujo de Na*. Un aumento en la concentracion intracelular de Na*
puede dar cuenta de la inhibiciédn de sintesis de proteinas. Esta
aseveracion se basa en los resultados de otros autores que han
demostrado que la entrada de Na™ en células infectadas con virus
podria explicar la inhibicion de sintesis de proteinas de la célula
huesped (Carrasco y Smith, 1976; Carrasco, 1977, Garry y col,
1979). Petronint y col. (1986) han mostrado también una
correlacion entre el aumento en la entrada de Na® y la actividad de
sintesis de proteinas en células de mamiferos. De acuerdo con ésta
interpretacion esta el hecho de que la ruptura del gradiente de Na™
por gramicidina D da lugar a wuna inhibicidon de sintesis de
proteinas, tanto basal como estimulada por aminoacidos (Fig. 41).
l.a gramicidina D no impide significativamente la entrada de
alanina a pesar de romper el gradiente electroquimico de Na™
(Kristensen y Folke, 1986), ni tampoco parece afectar al contenido
de ATP celular (Kristensen, 1980). Si bien el mantenimiento de
niveles elevados de Na™ parece ser responsable de la inhibicion de
sintesis de proteinas producida por ouabaina, la eliminacién de Na™

del medio extracelular (Fig. 46) da lugar a una inhibici6n



significativa de la actividad de sintesis de proteinas; no obstante,
el efecto estimulador de la alanina se mantiene cuando el Nat es
sustituido por K* (Fig. 46). Esta observacidn sugiere que los
mecanismos implicados en la respuesta a la alanina no son
estrictamente dependientes de Na'. El efecto inhibidor del
aumento intracelular de [Na%] es mas general e inespecifico. El
hecho de que la eliminacién de Na* extracelular produzca una
inhibiciéon de sintesis de proteinas ha sido descrito en otras células
de mamiferos (Petronini y col., 1989), las cuales también son
sensibles a un aumento en la concentracion intracelular de Na™
(Petronimi y col., 1986).

No parece probable que el efecto de la ouabaina sobre
sintesis de proteinas sea consecuencia de una disminucion del
metabolismo de alanina. Resultados anteriores (Pérez-Sala y col.,
1987) han demostrado que la alanina puede ejercer su efecto,
incluso en presencia de un inhibidor de su metabolismo, como es la
cicloserina. Tampoco parece probable que se produzca una
disminucion importante del contenido energético celular, ya que el
consumo de ATP se encontraria disminuido, no solamente por la
inhibicion de la ATPasa Na*/K™T, sino también por la disminucién
de la sintesis de proteinas (Fig. 25) y de gluconeogénesis (Fig. 28).
De acuerdo con ésto, las Tablas 7 y 8 muestran que ia presencia de
ouabaina produce una disminucion, estadisticamente significativa,
del contenido de ATP en hepatocitos de animales mantenidos en
ayuno, solamente en ausencia de sustrato, situacion en la que el
efecto sobre sintesis de proteinas fue muy pequeno. Tampoco

parece probable que el efecto de la ouabaina sea consecuencia de
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una disminucién en el contenido intracelular de alanina, ya que en
su presencia se produce un aumento del cociente
[ALANINAJintracelulac/[ALANINA]extracelular (Fig. 34). Estas
observaciones sugieren que la actividad de sintesis de proteinas
requiere un rango determinado de [Na'] intracelular, fuera del cual
s¢ produciria una inhibicién.

En lo que se refiere al papel del pH intra y extracelular en la
actividad de¢ sintesis de proteinas, los resuitados obtenidos indican
que no hay efecto estimulador de la alanina cuando el pH
extracelular es acido (6.9) (Tabla 10). Esta observacidon sugiere que
el mantentmiento de un determinado pH intracelular es necesario
para que la alanina ejerza su accion. Una disminucion del pH
extracelular tiene como consecuencia una disminuciéon del pH
intracelular, vy en hepatocitos se ha podido calcular que un
aumento de una unidad en el pH extracelular da lugar a un
aumento de 0.45 unidades de pH intracelular (Kashiwagura y col.,
1984). Es interesante sefialar que un aumento de pH por encima
de 7.4 no afecta significativamente ni la actividad basal de sintesis
de proteinas ni la estimulada por aminoicidos en hepatocitos
aislados (Tabla 10). Esta observacién contrasta con la realizada por
Fuller y col. (1989) en miscuio cardiaco, que observaron un
aumento de la actividad de sintesis de proteinas a pH por encima
de 7.4. El estudio realizado por Kashiwagura y col. (1984) con
hepatocitos aislados, indica que cuando el pH extracelular estd por
debajo de 7.1, el pH intracelular es mayor que el extracelular. Esta
observacion sugiere que, en las condiciones mostradas en la Tabla

10, a pH extracelular ligeramente acido, el eflujo de H* se produce



en contra de su gradiente de concentracién y el intercambiador
Nat/H*, probablemente debe estar implicado, en el mantenimiento
del pH intraceiular. La utilizacién de un inhibidor de éste
intercambio como es la amilorida (Salako y Smith, 1970; Cuthbert
y Shum, 1976), produce una inhibiciéon de sintesis de proteinas
(Fig. 20, 21 y 23), lo cual sugiere la importancia del mantenimiento
del pH intracelular. Este efecto de amilorida es cuantitativamente
similar sobre la actividad basal 6 sobre la estimulada por
aminoacidos. No parece que el efecto sobre sintesis de proteinas
sea un efecto secundario a variaciones en los niveles de
nucleotidos de adenina O de guanina (Tablas 7 y 8). Tampoco se
han podido observar efectos significativos de amilorida sobre la
actividad metabolica de los hepatocitos (Fig. 27) & sobre el
transporte ¢ contenido intracelular de alanina (Figs. 29, 31 y 33).
Todas ¢stas observaciones sugieren que el pH intracelular
puede controlar sintesis de proteinas; sin embargo, los resultados
de la figura 19, muestran que la adicion de amilorida al medio de
perfusion de higados aislados no induce cambios importantes en el
pH del efluente. Esta observacidon sugiere que en las condiciones
experimentales utilizadas, el intercambio Na*/H" no juega un papel
importante e¢n ¢! mantenimiento del pH intracelular,
probablemente porque la entrada de Nat se produce por el
mecanismo de cotransporte con alanina sin que requiera una
salida de H™. El efecto inhibidor de amilorida sobre sintesis de
proteinas en hepatocitos ha sido observado anteriormente (Koch vy
Leffert, 1979). Estos autores interpretaron éste efecto como que la

entrada de Na® es necesaria para la proliferacion celular. Nuestros
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resultados no apoyan ésta posibilidad y los experimentos en
sistemas acelulares (Fig. 21) indican que podria tratarse de un
efecto directo sobre la maquinaria de sintesis de proteinas.

L.a utilizacién de monensin (iond6foro de HY) para alterar el
pH intracelular también produce una inhibicién de sintesis de
proteinas, tanto basal como estimulada (Fig. 35). Parece, por tanto,
que la ruptura del gradiente de HY, tiene como consecuencia la
inhibici1on de sintesis de proteinas. Sin embargo, la consecuencia de
la presencia de .monensin debe ser una subida del pH intracelular
hasta 7.4. De acuerdo con los estudios realizados por Kashiwagura
y col. (1984), éste seria el valor del pH intracelular obtenido en las
condiciones de la Tabla 10, si el pH extracelular fuera 8.5. En éstas
condiciones no parece haber un efecto inhibidor de sintesis de
proteinas. Por tanto, parece poco probable que el efecto del
monensin esté mediado por variaciones en el pH intracelular. La
explicacién mas simple se basa en la accidén ionofora de Na'v del
monensin  (Pressman, 1976). Esta accion seria similar a la
observada con gramicidina D (Fig. 41) y apoyaria la observacion de
que el aumento de Na't intracelular provocaria la inhibicion de
sintesis de proteinas. Ahora bien, el hecho de que el monensin
produzca alteraciones significativas del metabolismo hepatico (Fig.
37) y una disminucion del contenido energético celular, plantea la
posibilidad de que el efecto sobre sintesis de proteinas sea
secundario a éstas alteraciones.

Mencion aparte requieren los experimentos realizados con
quinina. La utilizacién de ésta droga se basaba en su accidon de

inhibicion setectiva de los canales de K* dependientes de Ca2*



177

(Armando-Hardy y col., 1975; Cook y Haydelett, 1985; Burgess y
col.,, 1981). En el caso de higado de rata éste mecanismo no parece
ser operativo (Burgess y col.,, 1981; Kristensen y Folke, 1984). Sin
embargo, si se ha descrito que la alanina induce la salida pasiva de
potasio sin que se modifiquen los niveles de calcio (Kristensen y
Folke, 1984; Cohen y Lechene, 1990). El sentido fisioldgico de ésta
salida pasiva de potasio se basa en que la entrada de alanina,
cotransportada con Na™ provocaria la activacion de la bomba
Na*/K* y. por tanto, la entrada de potasio. Como consecuencia se
produciria un aumento de volumen celular (Kristensen, 1986).
La induccién de canales de potasio regularia el volumen
intracelular controlando la concentracion 1ntracelular de potasio.
Este mecanismo de salida pasiva de potasio controlado por la
alanina se ha descrito que es sensible a quinina (Kristensen vy
Folke. 1984). Sin embargo, los datos de la figura 45 muestran que
fa administracion de quinina a higados aislados y perfundidos con
un medio que contiene alanina provoca la salida de potasic y de
calcio al medio extracelular. Esta observacion no estd de acuerdo
con un papel de la quinina impidiendo ¢l eflujo de potasio inducido
por alanina. Este efecto de la quinina se puede observar también
en higados aislados y perfundidos sin sustratos 6 con piruvato
(Urcelay, 1991). Por tanto, parece mas logico relacionar el efecto
inhibidor de la quinina con una disminucién de la concentracién de
K* intracelular. Parece menos probable que la inhibicién sea
debida a la salida de Ca?', ya que hepatocitos con un contenido de
Ca?* 10 veces menor del normal, mantienen velocidades de

sintesis de proteinas normales (Menaya y col., 1987). En resumen,
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€stos datos sugieren que el mantenimiento de una concentracidon
de potasio intracelular minima es un requisito para obtener tasas

normales de sintesis de proteinas.



CONCLUSIONES
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Los hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno
tienen una actividad de sintesis de proteinas menor que la

de las células aisladas de animales alimentados ad libitum.

La adicion de alanina, 6 de prolina, estimula la actividad de
sintesis de proteinas en hepatocitos aislados de animales
mantenidos en ayuno hasta valores similares a los de-

terminados en animales alimentados.

El efecto inhibidor del ayuno, y el efecto estimulador de los
aminodcidos fueron acompariados de ruptura y reagregacion
de polirribosomas respectivamente, indicando que se trata

de efectos preferenciales sobre la etapa de iniciacion.

La presencia de aminodcidos en el medio de incubacion de
hepatocitos  aislados de animales mantenidos en ayuno, da
lugar a un aumento de la fijacion de [°S]-metionil-tRNA a
las subunidades 408, esto es, estimula la formacion de los

complejos de iniciacion.

No existe una correlacion entre la actividad del factor elF-2,
reflejada en la capacidad de los extractos hepdiicos de formar
complejos ternarios [33S]-Met-tRNA-elF-2-GTP, y la actividad
de la iniciacion de cadenas peptidicas. Esta observacion indica
que la actividad del factor elF-2 no es limitante para la

Jormacion de los complejos de iniciacion.
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El efecto inhibidor de sintesis de proteinas inducido por el

ayuno se acompafia de una disminucion de la union de una
proteina de 42 KDa a los ribosomas. Este efecto del ayuno
también es revertido por la administracion de alanina, tanto

in vivo, como en drganos o células aisladas.

La proteina de 42 KDa es fosforilada durante el ayuno y el
grado de fosforilacion disminuye con la administracion de
alanina, sugiriendo que wun mecanismo de fosforilacion/
desfosforilacion de proteinas juega un papel importante en la
regulacion de  sintesis de proteinas hepdticas durante el
ayuno. En apoyo de esta posibilidad estd el hecho de que la
inhibicion de prorteinas fosfatasas por dcido okadaico da lu-

gar a una inhibicion de sintesis de proteinas.

El efecto estimulador de los aminodcidos alanina y prolina
depende de la integridad de la ATPasa Na* /K™ La inhibicion
de este intercambio resulta en una inhibicion selectiva de la

accion de los aminodcidos, probablemente por una acumula-

- cion imtracelular de Na™.

La ruptura del gradiente de Na™ por gramicidina D y por mo-
nensin a ambos lados de la membrana plasmdtica inhibe sin-
tesis de proteinas, tanto en ausencia como en presencia de
aminodcidos. Ahora bien, el hecho de que el monensin produz-

ca alteraciones significativas del metabolismo hepdtico y dis-
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minucion del contenido energético celular plantea la posi-
bilidad de que el efecto sobre sintesis de proteinas sea se-

cundario a estas alteraciones.

La ausencia de Na™® en el medio extracelular, si bien da lugar a
una inhibicion de sintesis de proteinas, no interfiere con los

mecanismos de estimulacion del proceso por alanina.

La disminucion del pH extracelular por debajo de 7 da lugar
a una inhibicion de la sintesis de proteinas, tanto basal como
estimulada por aminodcidos. La inhibicion del intercambiador
Na*/HY por amilorida disminuye sintesis de proteinas; no obs-
tante, este ¢fecto no es debido a cambios de pH intracelular
sino a una accion directa de la droga sobre la maquinaria de

sintesis.

La quinina inhibe sintesis de proteinas, tanto en presencia
como en ausencia de aminodcidos. FEste efecto parece estar

relacionado con su accion provocando un eflujo masivo de K*

©y de Ca?
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