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1.- PAPEL DE LOS AMINOACIDOS COMO EFECTORES
BIOLOGICOS

La integración de los procesos metabólicosy la coordinación

de la función celular en tejidos, órganos y sistemas, requiere la

actuación de mecanismosde control que operan a varios niveles.

Los sistemas responsablesde la coordinación son: el SISTEMA

ENDOCRINO, en el cual las moléculas efectorasson sintetizadasen

órganos especializados, glándulas, y transportadas por la

circulación hasta el órgano diana; el SISTEMA AUTOCRINO,

caracterizadopor que la molécula reguladora se sintetiza en una

célula, regulando la propia célula u otras similares localizadas en

las inmediaciones;y, por último, el SISTEMA PARACRINO, donde el

efector actúa sobre células próximas pero diferentes de la célula

secretora. La naturaleza de las moléculas que intervienen en la

comunicación celular es muy variada: prostaglandinas,

polipéptidos. péptidos y aminoácidos.

En 1820, Braconnot obtuvo glicina y leucina a partir de

gelatina y de músculo, respectivamente, lo que llevó al

descubrimiento de que los aminoácidos eran producto de la

hidrólisis de proteínas. Hasta 1940 se consideraron meros

componentes estructurales de las proteínas; en éste año, R.

Schoenheimercomprobó que el nitrógeno podía ser intercambiado

entre los distintos esqueletoscarbonados de los aminoácidos, por

lo que se pensó en su posible participación en diferentes procesos

metabólicos.

Se sabe que los aminoácidos, además de ser los sillares

estructurales de las proteínas, pueden ser utilizados en otros
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procesos biológicos. Son sustratos de procesosbiosintéticos, como

la gluconeogénesis ó lipogénesis. y también suponen una

importante fuente energética bajo determinadas condiciones

fisiológicas.

Actualmente se acumulan evidencias que tienden a adjudicar

a los aminoácidos un papel clave como auténticos reguladores e

integradores de diferentes procesos metabólicos, y se sabe que

actúan directamente ó a través de productos derivados de su

metabolismo. De las funciones de los aminoácidos como

moduladores biológicos, la más conocida es su papel como

neurotransmisores en el sistema nervioso central, habiéndose

llegado, incluso, a caracterizarlos receptoresa través de los cuales

ejercen su acción. Sin embargo, existen también múltiples

evidencias que permiten pensar que los aminoácidos ejercen

acciones reguladorasa nivel de otros tejidos.

1.1.- PAPEL 1)E LOS AMINOÁCIDOS COMO NEtJROTRANSMISORES

Hace 25 años se vió que determinados aminoácidos neutros

que se encontrabanen altas concentracionesen el cerebro, tenían

un potente efecto excitatorio ó inhibitorio, cuando eran aplicados a

determinadas neuronas. El escepticismo inicial sobre el posible

papel de aminoácidos como neurotransmisoresse ha ido disipando

al progresar el conocimiento sobre su acción. De todas las

moléculas neurotransmisorasdel cerebro, los aminoácidos son las

más extendidas en cuanto al número de neuronas que los

contienen. Es de destacar la desigual distribución de aminoácidos
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en el cerebro, que en algunos casos suponen diferencias de

concentracionesde hasta 40 veces. En los últimos años se ha

podido ver cómo perturbacionesen la acción neurotransmisorade

aminoácidos pueden estar implicadas en un gran número de

procesos patológicos como epilepsia, enfermedad de Huntington.

Alzheimer. etc. Así pues, los aminoácidos libres en el sistema

nervioso central, no sólo sirven como precursoresde proteínas o

como fuentes de energía, sino también como neurotransmisoresó

neuromoduladores.

Los aminoácidos aspartato y glutamato actuan como

neurotransmnisoresexcitatorios. Glicina y CABA, como inhibidores.

Se ha podido determinar la existencia de mecanismosde captación

dc alta afinidad que facilitan la captación rápida del

neurotransmnisorde la proximidad del receptor. En la médula

espinal hay mecanismos de alta afinidad para glicina, GABA,

aspartatoy glutamato.. y en corteza cerebral par CABA. aspartato

y glutarnato (Bennet y col., 1973). Han sido identificados

receptores para glicina (Young y Snyder. 1973), CABA (Zukin y

col., 1974). glutamato (Monaghan y col., 1989; Foster y Fagg,

1984). y estructuras proteolipídicas de alta afinidad, en

membranas postsinápticas. para glutamato y aspartato (Peck,

1980).

Sc piensa que la prolina también actúa como

neuromodulador en el sistema nervioso central, pero no se ha

encontrado ningún receptor, aunque sí se ha caracterizado un

mecanismo de captación de alta afinidad para éste aminoácido

(Rhoads y col., 1983).
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Se ha propuesto que el triptófano. precursor del

neurotransmisorserotonina , que es liberado por el páncreas de

animales sometidos a ayuno al ser realimentados, actuaría como

señal para el centro hipotalámico de la saciedad(Bender, 1975).

1.2.- PAPEL 1)E LOS AMINOÁCIDOS COMO EFECTORESMETABOLICOS.

¡.2.1< Papel de los aminoácidos sobre metabolismo
de hidratos de carbono.

Existen múltiples evidencias que muestran que

determinados aminoácidos intervienen en el metabolismo de los

hidratos de carbono, a través de la modulación de enzimas que

actúan en gluconeogénesisó glucolisis. Cabe citar, como ejemplo la

alanina, que puede estimular gluconeogénesis a partir de

diferentes sustratos, en hígado (Seubert y Schoner. 1971) y en

túbulo renal (Eriedrich y Sehoner, 1974). El efecto de la alanina

está mediado, al menos en parte, por una inhibición alostérica del

enzima glucolhico piruvato quinasa (E.C.2.7.1.40).

La gluconeogénesis también se modula negativamente por la

acción de algunos aminoácidos, a través de un mecanismo que

implica la inhibición alostérica de parte de los enzimas que

intervienen en éste proceso. De éste modo actuan triptófano,

fenilalanina, aspartato y tirosina. El triptófano inhibe la

gluconeogénesisen hepatocitos aislados e hígado perfundido; y

parece estar mediada por una inhibición de la fosfoenolpiruvato

carboxiquinasa(E.C.4.1.1.32) (Ray y col., 1966), y por acumulación

del ácido quinolínico, metabolito procedentede la degradacióndel
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triptófano (McDaniel y col., 1973). La fenilalanina es un inhibidor

alostérico de piruvato quinasa (E.C.2.7.l.40) (Llorente y col., 1970)

y píruvato carboxilasa (E.C.6.4.l.1) (Cazzulo y col., 1970); el

aspartato inhibe, modulando alostéricamente la piruvato

carboxilasa y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa(Sanwal y col.,

1966) y, por último, la drosina es un inhibidor alostérico de la

piruvato carboxilasa (Cazzulo y col., 1970).

En el tejido hepático los aminoácidos ejercen acciones

especificas dependiendo del sustrato gluconeogénicoutilizado. En

hepatocitos aislados, tirosina, arginina, asparagina y ornitina,

principalmente, tienen efectos estimuladores de gluconeogénesisa

partir de lactato. Glicina, serma, treonina, cisteina, triptófano e

histidina. presentanun claro efecto inhibidor (Cornelí y col., 1974).

En éste sistema, la lisina también induce estimulación de

gluconeogénesisa partir de lactato (Corneil y col., 1973), y el

efecto pareceestar relacionado con un aumento en la formación de

glutamato, aspartato y alanina, y con restauración del cociente

[lactatojl/[piruvato]. El efecto de la lisina. incrementado la

concentración de glutamato. también ha sido visto en túbulos

renales, en los cuales se logran similares resultadospor la acción

de análogos de lisina, así como de otros aminoácidos (aspartato.

glutamina, prolina, ornitina) (Fredrich, 1975).

En algunos tejidos se ha detectadoque el efecto reguladorde

los aminoácidos depende del estado de nutrición. Por ejemplo, la

leucina inhibe la oxidación de la glucosa in vitro en músculos

procedentesde ratas mantenidas en ayuno, pero no en los que se

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

anterior.

Los aminoácidos estimulan también la síntesis hepática de

glucógeno (Katz y col.. 1976), efecto que parece depender de

transaminaciones porque es prácticamente abolido por

aminooxiacetato. Los aminoácidos más efectivos son glutamina,

alanina y asparagina.La estimulación de la síntesis de glucógeno

por glutamina está mediada por la conversión de la glucógeno

sintetasa (E.C.2.4.1.l1) en su forma activa (Katz y col., 1979). El

efecto parece ser el resultado de la activación de la glucógeno

fosforilasa (E.C.2.4.l.l) ya que después de la adición de 1 nM

glucagón. la glutamina, aunque no interfiere con la inactivación de

la sintetasa. promueve su reactivación (Lavoinne y col., 1987). Los

análogos de Leucina, inhiben la estimulación de la síntesis de

glucógeno por glutamina (Lavoinne y col., 1987).

Chen y Lardy (¡985) han comprobado que compuestosque

inhiben la síntesis de proteinas (cicloheximida), también son

capaces de inhibir la síntesis de glucógeno en hepatocitos. por lo

que sc piensa que para que los aminoácidosestimulen la glucógeno

sintetasaes necesario una tasa normal de síntesis de proteínas y

plantea la posible existencia de interacciones entre la síntesis de

proteínas y de glucógeno, de las que serían responsableslos

niveles de determinados aminoácidos. Sin embargo estos estudios

han sido realizados in vúro desconociéndosesu importancia

fisiológica ¡ti vivo.
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1.2.2.- Papel de los aminoácidos en el metabolismo
de lípidos

Los aminoácidos además de ser lipogénicos, pueden ejercer

otras acciones sobre el metabolismo lipidico.

La infusión de alanina en ratas ayunadas, produce una

disminución en la cetogénesisa partir de [‘4C]-oleato (Ozand y col.,

1978). que se refleja en una disminución del nivel plasmático de

B-hidroxibutirato. El efecto parece ser independiente de las

variaciones plasmáticas de insulina, glucagón, ácidos grasos u

hormona de crecimiento, y parece ser debido a una disminución en

la producción hepática de cuernos cetónicos.

La glutamina inhibe también la producción de cuerpos

cetónicos y estimula lipogénesis, en hepatocitos aislados de rata

(Lavoinne y col., 1987).

La síntesis hepática de ácidos grasos está estimulada por

triptófano (Ray y col.. 1966), en diferentes estados nutritivos:

ayuno. ratas alimentadas ad Ubitum (Miyazawa y col., 1975). El

efecto parece ser la consecuenciade la activación de acetil-CoA-

carboxilasa (E.C.6.4.l.2) por citrato, cuyo contenido hepático

aumenta tras la administración de triptófano.

1.2.3< Papel de los aminoácidos en ureogénesis.

Como ejemplo del papel de los aminoácidosen la regulación

del ciclo de la urea, podemos mencionar la activación alostérica de

carbamoil-fosfato sintetasa (E.C.2.7.2.5) por N-acetilglutamatoy la

inhibición de arginasa(E.C.3.5.3.l) por lisina (Bend, 1975 a).
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La leucina produce inhibición de la síntesis de citrulina en

mitocondrias aisladas de hígado de rata (McGiven y col., 1973) y,

paralelamente.incrementa la síntesis de glutamato y glutamina, lo

cual parece ser es debido a estimulación de la actividad glutamato

deshidrogenasa(E.C.l .4.1.2).

La alanina particípa en la regulación del ciclo de la urea en

hepatocitos aislados de rata, mediante la inhibición primaria del

enzima argininosuccinatosintetasa (E.C.6.3.4.5) (Hengens y Meijer,

1980). La leucina. valina, isoleucina, lisina. cisteina y norvalina,

inhiben la sintesis de urea, en hígado perfundido y en células

hepáticas aisladas (Buttery y Boorman, 1971; Mendes-Mourao y

col., 1975: Krebs y col., 1976; Rongstad,1977; Saheki y col., 1979).

La ornitina carbamoiltrausferasa(E.C.2.1.3.3), es el principal sitio

de interacción de éstos aminoácidos con el ciclo de la urea

(Rongstad. 1977; Krebs y col., 1978), aunque también intervienen

modulando la argininosuccinatosintetasay ¡a arginasa (Marshall y

Cohen. 1972; Lutsy y col., 1979). In vivo, la inhibición del ciclo de

la urca por aminoácidos es el resultado de la sumación de sus

efectos individuales (Hengensy Meijer. 1980).

1.2.4< Papel de los aminoácidos en el metabolismo
de ácidos nucleicos.

En células de mamíferos los aminoácidos 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

triptófano y del aporte de aminoácidos en general, para la

estabilidad del ARN (Munro y Clark, 1959). La rotura aceleradadel

ARNm consecuenciade la deficiencia de triptófano en la dieta, se

revierte por la administración de aminoácidos (Wunner y col.,

1966). Posteriormente se ha observado un claro efecto del

triptófano sobre la actividad de

(Vesely y Cihak. 1970) que indica

ademásuna estimulaciónde la síntesis

Existe una correlación entre la

y el contenido de ARN y ribosomas

ratas alimentadas con dietas

(Wannemachery col., 1971). Además

menor capacidad sintética y un

(Wannemachery col., 1968). Jepson y

existencia de relación positiva entre

en musculo esquelético de rata,

nutricionales (ayuno, alimentación ad

la ARN polimerasa (E.C.2.7.7.6)

que éste aminoácido produce

de ARN.

concentración de aminoácidos

en hepatocitos procedentesde

deficientes de proteínas

los ribosomas presentanuna

menor contenido en ARN

col (1988) han establecidola

la concentración de glutamina

bajo diferentes situaciones

libitum, dietas deficientes de

proteínas),y la actividad ribosomal y el contenido en ARN.

En estudios de perfusión hepática (Lardeux y Mortimore,

1987). se ha visto que la adición al medio de incubación de

concentraciones de aminoácidos 10 veces superiores a las

plasmáticasinhiben la rotura de ARN en un 85%; una inhibición

similar se obtiene cuando se utiliza la mezcla de aminoácidos:

leucina, metionina, prolina, triptófano e histidina. La leucina por si

misma es capaz de inducir la disminución en la degradaciónde

ARN aunque en un porcentaje menor (47%). Estos autores vieron
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ademásque la aceleración en la rotura de ARN es paralela a la

degradación de proteínas, y que ambas resultaban inhibidas por

¡ n sulina.

1.2.5.- Papel de los aminoácidos en la modulación
de la respuesta hormonal.

Los aminoácidos pueden participar en el control del

metabolismo de los hidratos de carbono (Traxinger y Marshall,

1989) y en el control de la actividad de síntesis de proteínas

(Marshall y Monzón. 1989; Garlick y Grant, 1988), a través de la

regulación de la acción de la insulina. Intervienen también

regulando la pérdida de sensibilidad del sistema de transporte de

glucosa, que se manifiesta por una disminución en la máxima

respuestaa insulina (MIR). La capacidadpara regular éste sistema,

es debida al aminoácido per se. ya que su efecto se conserva en

presencia de cicloheximida (Traxinger y Marshall, 1989). En

recientes estudios se ha visto que los aminoácidos tambien pueden

modular la capacidadde la insulina para estimular la síntesis de

proteínas (Marshall y Monzón, 1989). En presenciade aminoácidos

disminuyen la sensibilidad a insulina y la máxima respuesta a

insulina del sistema de transporte de glucosa (Traxinger y

Marshall. 1989) y. sin embargo, aumenta la máxima respuestaa

insulina del sistema de síntesis de proteínas (Garlick y Grant,

1988: Marshall y Monzón, 1989); la regulación de uno u otro

mecanismo tiene lugar a través de vías divergentes que pueden

ser moduladas independientemente.
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Se sabe que la regulación de diferentes sistemasefectores de

insulina es función del tipo de aminoácido. Así por ejemplo, la L-

glutamina es el aminoácido más eficaz en la modulación del MIR

del sistema de transporte de glucosa, consiguiéndose una

disminución similar a la que se obtiene con el resto de los

aminoácidos,sin utilizar dosis elevadasde glutamina. Por otro lado

isoleucina y serma, intensifican la respuestamáxima a insulina y

también la sensibilidad a insulina de la maquinaria de síntesis de

proteínas, sin que resulte alterado el sisteffla de transporte de

glucosa (Traxinger y Marshall, 1989). De todo ésto se deduce que

los aminoácidos juegan un importante papel en la modulación de la

acción de la insulina a nivel celular.
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2.- EFECTO DE LOS AMINOACIDOS COMO MODULADORES
DE LA BIOSíNTESIS DE PROTEíNAS

En células de mamíferos existen múltiples evidencias que

indican que la síntesis de proteínas puede ser regulada por el

aporte de determinadosnutrientes esenciales(van Venrooij y col.,

1970; Lee y col., 1971; Vaughan y col., 1971; Henshaw, 1980). En

una amplia variedad de células, la retirada de aminoácidos, de

glucosa ó de suero, del medio de incubación, conduce a una

disminución en la biosíntesis de proteínas. En ausencia de

aminoácidosesenciales,el efecto es casi inmediato (van Venrooij y

col., 1970). y la reducción en la actividad biosintética de proteínas

se acompaña de una disminución del estado de agregación

ribosomna]. así como de acumulación de ribosomas 80 S inactivos

(van Venrooij, 1970; Vaughan y col., 1971). La administración de

aminoácidos produce una rápida recuperación de la tasa de

síntesis de proteínas (van Venrooíj y col., 1970; Vaughan y col.,

1971; Sonenshein y Brawerman, 1977), que no es impedida por

actinoinicina D (inhibidor de la síntesis de novo de ARN), lo que

indica que la regulación se ejerce a nivel de traducción (van

Venrooij y col., 1970; Lee y col., 1971; Sonensheiny Brawerman,

1977).

En células ascíticas del tumor de Ehrlich, se ha visto que la

incubación en un medio carente de algún aminoácido esencial, por

ejemplo la usina, ocasiona una reducción en la biosíntesis de

proteínas (Pain y col., 1980), que es rápidamenterevertida por el

aporte del aminoácido. La inhibición está acompañadade una

disminución en la formación de complejos de iniciación
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405.metionil-tRNA (Pain y Henshaw. 1975), que también ha sido

detectada en células ováricas de hamster chino, deficientes de

aminoácidos(Austin y col., 1986; Pain y col., 1980).

El estudio de la posible función de los aminoácidos como

moduladores de la biosíntesis de proteínas, ha sido estudiado en

otros sistemas, tanto Hz vitro como in vivo. En músculo cardiaco

perfundido. se ha observado una estimulación de la síntesis de

proteínas cuando el medio de perfusión es suplementadocon una

mezcla de aminoácidos.La supresiónde los aminoácidosdel medio,

ocasiona inhibición de la actividad biosintética a nivel de la etapa

de iniciación (Morgan y col., 1971, a y b). Experimentos más

recientes de perfusión en músculo esquelético, han permitido

establecerque la actividad de síntesis de proteínas dependede la

presencia de determinados aminoácidos esenciales. Así, por

ejemplo, el incremento de las tasas de síntesis de proteínasha sido

relacionado con un aumento en el contenido intramuscular y

plasmático de glutaniina (MacLennan y col., 1987; Wu y

Thompson,1990). La presencia de glutamina ocasiona también una

inhibición de la degradación de proteínas solubles (MacLennan y

col., 1988: Wu y Thompson, 1990).

En experimentos recientes en músculos procedentes de

animales alimentados con dietas que contienen diferentes

concentracionesde triptófano, se ha observado un incremento en

la actividad de la fracción polirribosomal, paralelo al incremento

en la concentración de triptófano de la dieta, lo que permite

atribuir también al triptófano un papel regulador de la biosíntesis

de proteínas (Lin y col., 1988).
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En músculo esquelético aislado, se ha observado también que

la administración de leucina, ó de una mezcla de aminoácidos de

cadena ramificada, a dosis fisiológicas, produce estimulación de la

síntesis de proteínasa nivel de iniciación (Tischler y col., 1982). La

utilización ó el tratamiento con sustanciascapaces de impedir el

metabolismo de los aminoácidos por inhibición de la

transaminación (L-cicloserina) permitió ver que el efecto de la

leucina es independientede su metabolismo.

En el tejido hepático se han realizado una gran cantidad de

estudios que han demostrado que en el hígado, el patrón de

polisomas, así como la actividad de síntesis de proteínas, son

sensibles a cambios en la concentración de aminoácidos. La

dependenciaque presentan ambos, la actividad de síntesis de

proteínasy el estado de agregación ribosomal, de la administración

ó disponibilidad de aminoácidos, ha sido observado in vivo

(Munro, 1968: Sidransky y col., 1968), en hígado perfundido de

rata (Jeffersony Korner, 1969; Flaim y coL, 1982), en hepatocitos

aislados de rata (Grant y Black, 1974), y en una gran variedad de

sistemas experimentalesin vitro (Eliasson y col., 1967).

Estudios realizados por diferentes autores en hígado aislado

y perfundido. confirman que las tasas de síntesis de proteínas

están notablementedisminuidas cuando la perfusión se realiza en

un medio deficiente de aminoácidos, comparándolacon las tasas

biosintéticas de hígados perfundidos bajo condiciones óptimas

(Pain y I-lenshaw, 1975) ó con las tasas de síntesis de hígados no

perfundidos. La utilización de métodos de perfusión hepática

presenta la ventaja, además,de que se anulan las fluctuaciones de
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aminoácidos a que el hígado está sometido iii vivo, pudiendo ser

controlados los niveles de los mismos (Munro y col., 1975). La

disminución en las tasas de síntesis de proteínas está acompañada

de un menor estado de agregación ribosomal (Jefferson y Korner,

1969; McGowan y col., 1973; Van Den Bone y Webb. 1972; Flaim y

col., 1982), y son requeridas altas concentracionesde aminoácidos

en el medio de perfusión, muy por encima de las plasmáticas,para

mantener un estado normal de agregación y por tanto de síntesis

de proteínas(Jeffersony Korner, 1969; McGowan y col., 1973; Van

Den Bonne y Webb. 1972). La pérdida de polisomas no parece ser

consecuenciade un aumento de la degradaciónde ARN mensajero

y está acompañadade disminución en la formación del complejo

40 5 (Flaim y col.. 1982). El efecto de los aminoácidos tampoco

parece ser consecuenciade una limitación en la disponibilidad de

aminoacil-tRNA. ya que no han sido detectadas variaciones

significativas en la unión de los aminoácidos a los ARN de

transferencia(Fiaim y col., 1982).

La actividad de síntesis de proteínas hepáticas, puede ser

además, regulada selectivamente por la acción de determinados

aminoácidos esenciales.Pronczuk y col. (1968) observaronque la

deficiencia de triptófano resulta en una disminución en la

incorporación dc aminoácidos en proteínas hepáticas y que está

asociada a desagregaciónpolirribosomal. La desagregación de

polisomas hepáticos que presentan ratas alimentadas con dietas

deficientes en treonina, sólo se restaura cuando se administra

dicho aminoácido, lo cual se acompañade un incremento en la tasa

de síntesis de proteínas (Clement y 1-larper, 1973). En
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experimentos in vivo (Pérez-Sala y col., 1987) se ha visto que la

administración de alanina, de prolina ó de ornitina, a ratas

mantenidas en ayuno durante 48 h., ocasiona un aumento

significativo de la agregación polirribosomal hepática, y un

aumento en la velocidad de terminación de cadenas peptídicas.

Estos aminoácidosparecen estimular tanto la etapa de crecimiento

como la iniciación, pero el hecho de que se detecte acumulación de

polisomas parece indicar que, aunque el crecimiento esté

acelerado,el efecto es mucho mayor a nivel de iniciación (Pérez-

Sala y col., 1987).

La actividad de síntesis de proteínas que se detecta en

hígado como consecuenciadel efecto de los aminoácidos,parece ser

que estaría relacionadacon los procesos proteolíticos celulares, ya

que se ha visto que la perfusión con inhibidores de la proteolisis

impide la recuperación de la actividad biosintética de proteinas

(Flaim y col.. 1982). En hepatocitos aislados de rata se ha podido

demostrar que la síntesis de proteínas no está limitada por el

sumistro de aminoácidos desde la proteolisis endógena, la cual

proporciona aminoácidos en cantidadessuperiores a las necesarias

para la síntesis de proteínas (Seglen, 1978).



OBJETIVOS

Y
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1.- OBJETIVOS

La observación de que los aminoácidos son capaces de

estimular síntesis de proteínas en el tejido hepático, incluso

cuando su metabolismo está inhibido (Pérez-Salay col., 1987),

indica su posible intervención como moduladores biológicos,

además de ser componentes estructurales de las proteínas e

importantes sustratos gluconeogénicos.

Con la realización de éste trabajo nos proponemos

profundizar en el estudio del papel fisiológico de los aminoácidos

en el control de la síntesis de proteínas hepáticas. Centraremos

nuestra atención en el estudio del mecanismode acción de los dos

aminoácidos con mayor capacidad para estimular la síntesis de

proteínas hepáticas. alanina y prolina (Pérez-Salay col., 1987). e

intentaremos esclarecerlos siguientes puntos:

Etapas del proceso de síntesis de proteínas que resultan

alteradas por el ayuno, y que son estimuladaspor la presencia de

los aminoácidos: alanina o prolina. Estudiaremos la etapa de

iniciación por ser la que está preferentementeinhibida durante el

ayuno (Pérez-Sala y col., 1987). Para la consecución de éstos

objetivos estudiaremos:

1. 1.- Estado de agregación de ribosomas hepáticos y

formación de complejos de iniciación 43 £

1.2.- Formación de complejos ternarios eIF-2-GTP-

meti oni 1-t RNA.
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1.3.- Determinación de proteínas asociadas a ribosomas

y su estadode fosforilación.

2.- Estudio de la relación entre el efecto de la administración

de alanina ó de prolina, y de flujos iónicos a través de la

membrana plasmática. Este estudio se basa en dos observaciones;

en primer lugar, en el sistema de transporte utilizado

preferentementepor éstos aminoácidos, denominado sistema A,

los aminoácidos son transportadosal interior celular junto con el

ion Nat (Edmondsony col., 1979; Kristenseny col., 1983). Hay que

destacar el hecho de que este sistema de transporte puede ser

activado en determinadassituaciones fisiológicas. tales como el

ayuno (Fehíman y col., 1979) ó por determinadas hormonas

(revisado por Kilberg, 1982). Por otro lado, se ha descrito que la

alanina puede producir una activación de canales de K±

dependientesde Ca+±en hepatocitos aislados (Bear y Petersen,

1987), activación de la ATPasa Na~/K~ (Cohen y Lechene, 1990) y

en un eflujo de K~ (Kristensen, 1980; Kristenseny Folke, 1984).

Estas observacioneshacen pensar que el influjo celular de

este aminoácido, podría alterar flujos iónicos a través de la

membrana plasmática, creándose una nueva situación de

equilibrio, en la que la concentración intracelular de iones

favorecería la actividad de síntesis de proteínas.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS OBJETIVOS

A continuación resumimos los antecedentesbibliográficos de

los apartadosque justifican el objetivo de esta tesis: (1) Etapas del

proceso de síntesis de proteínas susceptibles de regulación,

posiblemente implicadas en el efecto estimulador de los

aminoácidos,y (2), distintos mecanismosde transportehepático de

aminoácidosy alteraciones iónicas a que dan lugar.

2.1.- ETAPAS SUSCEPTIBLES DE REGULÁCION DE LA BIOSíNTESiS DE
PRO‘f Ef N AS.

La regulación del proceso de síntesis de proteínas y. por lo

tanto, la regulación de la expresión génica, puede tener lugar a

diferentes niveles, siendo la transcripción del ADN y la traducción

del ARN mensajero, los procesos sobre los cuales, en células

eucariotas. sc ejerce ¡a regulación. La traducción puede dividirse

en tres fases: (1) INICIACION. (2) CRECIMIENTO y (3) TERMINACION. a su

vez la iniciación se subdivide en tres etapas: (La) Formación del

complejo de iniciación 43 5; (l.b) formación del complejo de

iniciación 48 S y, por último, (l.c) formación del complejo de

iniciáción 80 S.

El estudio de los mecanismosa través de los cuales se regula

la actividad de biosíntesis de proteínas en cé]ulas eucariotas. es

relativamente reciente, alcanzándoseun rápido desarrollo en el

conocimiento de la regulación durante los años 70, gracias al

descubrimiento de las proteínas que intervienen en diferentes

etapas de este proceso biológico. Se encontró también, que la
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fosforilación del factor de iniciación eIF-2, jugaba un importante

papel en la regulación de la traducción en reticulocitos (Clemens y

col., 1974; Clemens, 1976). Posterioresavancesen la investigación

permitieron descubrir un nuevo factor, eIF-2B (De Haro y Ochoa,

1978; Clemens y col.. 1980; Matts y col., 1983), factor

intercambiador de nuelcótidos de guanina, que actuaría

catalizando el desplazamientode GDP unido a elF-2, y uniendo una

molécula de GTP, permitiendo así que el factor iniciador pueda

entrar en un nuevo ciclo de iniciación. La mayoría de éstos

estudios se realizaron en reticulocitos, que son un buen modelo

experimental, debido al hecho de que en este tipo celular la

síntesis de proteinas es dependiente de la presencia del grupo

hemo.

Otra de las etapas susceptible de regulación, mucho menos

conocida, es la entrada del ARN mensajero dentro del ciclo de

iniciación, dando lugar al complejo 48 S. Los factores implicados

han sido identificados, aunque no son bien conocidaslas reacciones

implicadas. En los últimos años han sido postulados diferentes

modelos para explicar su mecanismo de acción, que proporcionan

las bases para comprenderel porqué de la necesidadde ATP en la

iniciación, y la importancia de la estructura secundariadel ARN

mensajero en la eficacia de la traducción. La formación del

complejo de iniciación 48 5 está mediada por un conjunto de

polipéptidos, que se han denominadofactores de iniciacion 4 (elF-

4). Existen dudas acerca de si el elF-4 debe ser consideradoun

factor único ó. por el contrario, está constituido de un conjunto de

factores; lo que sí parececlaro, es que la fosforilación de uno de los
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polipéptidos que lo constituye, elF-4E, podría desempeñar un

papel reguladoren la iniciación.

2.1.1< Iniciación de la síntesis de proteínas.

La figura 1, representa un esquema actualizado de las

diferentes etapasde la iniciación de la traducción en cucariotas.

Un requisito indispensable previo a la formación del

complejo de iniciación 43 5, es la formación del denominado

complejo ternario, en el cual el factor de iniciación eucariota eIF-2

se une a una molécula de GTP primero, para posteriormente

formar un complejo con el aminoacil-tRNA iniciador, metionil-

tRNA (eIF-2.GTP.metionil-tRNA).Para que el complejo de iniciación

43 S pueda formarse, es necesario que el ribosoma (80 5) se

disocie en las subunidades que lo constituyen; en esta etapa

participan tres factores: elF-3, proteína de gran tamaño, de 700

KDa (Benne y col., 1976; Benne y col., 1978), y eIF-4C (17.5 KDa),

ambas se ligan a la subunidad 40 5 ribosomal; participa también

elF-6, proteína 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 5).

La unión del complejo ternario a la subunidad ribosomal

libre 40 5. forma el complejo de preiniciación 43 5, el cual se unirá

al extremo 5 del ARNm, en un proceso dependientede ATP, y en

el cual el complejo se moverá a lo largo del mensajero hasta

encontrarel primer codon iniciador AUG.



FIGURA 1

ESQUEMADEL MECANISMO DE LA ETAPA DE INICIACION DE
SíNTESISDE PROTEíNASEN CELULAS DE MAMíFEROS.
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Para que la subunidad 60 S pueda unirse, es necesariala

liberación de los factores unidos a La subunidad 40 5

(Raychaudhuri y col., 1985; Peterson y col., 1979a), etapa

promovida por un nuevo factor eIF-5 (Trachsel y col., 1977;

Petersony col., 1979b), y que conlíeva la hidrólisis del GTP unido a

eIF-2. La unión de la subunidadribosomal 60 5 al complejo 40 5-

mRNA dá lugar a la formación del complejo de iniciación 80 5.

2.1.1.1.- Formación de complejos 43 S.

El factor elF-2 está formado de 3 subunidades:a (38 KDa), fl

(35 KDa) y y (5SKDa). Las subunidadesa y I~ son fosforilables. La

fosforilación de a estaría implicada en la funcionalidad del factor,

pero no se han detectadoalteraciones ni se han podido establecer

relacionesfuncionales, cuando es Ii la subunidadque se fosforila.

La formación del complejo binario, tiene lugar por la unión

de GTP a elF-2, existiendo discrepanciasen lo que se refiere al

lugar de unión del GTP. Lo más probable es que en el sitio de

unión estén implicadas más de una de las subunidadesdel factor.

El factor elF-2 presentauna alta afinidad por GDP (Walton y

col., ¡975), y cuando es liberado en forma de complejo eIF-2.GDP

es incapaz de unirse a metionil-tRNA. Las diferencias en la

afinidad que presentapor GDP y GTP, y por analogía con el factor

de elongación de procariotas EF-Tu, implican la existencia de un

nuevo factor que se encargaríade desplazarel GDP unido a eIF-2

por GTP, permitiendo la participación del factor en una nueva

ronda de iniciación, el factor intercambiador de nucleotidos de
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guanina, conocido inicialmente como GEF ó RF, y actualmente

denominado eIF-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

nucleótidos, no es bien conocido. Se han propuesto diferentes

modelos, que se esquematizanen la figura 2; todos ellos postulan

interacción entre elF-2 y eIF-2B, lo que está apoyado por el hecho

de que éste complejo ha sido aislado y purificado por varios

autores.

2.1.1.2.- Regulación de la iniciación a nivel de la
formación del complejo 43 5.

Uno de los puntos claves en la regulación de la etapa de

inicación de la síntesisde proteínas,es a nivel del reciclaje del eIF-

2. En reticulocitos. en ausencia de hemo se activa una proteína

quinasa con actividad represoraque fosforila la subunidad a del

factor elF-2 (Levin y col., 1976., Gross y Mendelewski, 1977).

Cuando el factor eíF-2 está fosforilado presenta una mayor

afinidad por elF-2B y se altera el mecanismo de intercambio de

nucleótidos (Proud. 1986), bien favoreciendo la formación de un

complejo anormalmenteestable elF-2a.eIF-2B (Matts y col., 1983.,

Matts y London, 1984) ó aumentandolos requerimientos de GTP

para conseguir el desplazamientodel elF-2B (Goss y col., 1984). De

éste modo el elF-2B disponible se encontraría atrapado y no

podría llevar a cabo su acción intercambiadorade nucleótidos, con
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lo que el eIF-2-GDP no sería reciclado y no podría intervenir en un

nuevo ciclo de iniciación (Matts y col., 1983., Matts y London,

1984). La relación elF-2/eIF-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 fosforilación

del 20-30% del eIF-2 sería suficiente para bloquear todo el elF-2B

y provocar la inhibición de la síntesis de proteínas.En reticulocitos,

por el contrario, el factor elF-2B no es limitante, ya que existe

aproximadamente dos veces la concentración necesaria para

reciclar el factor iniciador 2.

Nuevos estudios han permitido establer la existencia de otras

estructuras implicadas en la regulación de la actividad de los

factores elF-2B y eIF-2. El polipéptido de 67 KDa. que aparece

tanto en preparacionesde elF-2 y de elF-2B, obtenidas de lisados

de reticulocitos. parece estar implicado en la regulación de la

fosforilación de la subunidad a del eIF-2. Actuaría protegiendo la

subunidad cx de elF-2 de la fosforilación, y podría ser también un

componente necesario para el funcionamiento de la molécula

<Datta y col., 1988). Su actividad parece estar relacionadacon Ja

presencia en su estructura de múltiples residuos glucosaminados

(O-GIcNaC) (Datta y col., 1989).

En preparaciones altamente purificadas de la proteína

quinasa sensible a hemo, que fosforila la subunidad a del factor

eIF-2, se ha detectadola presenciade elevadasconcentracionesde

un polipéptido de 90 KDa. En presencia de éste polipéptido se

induce una potente inhibición de la síntesis de proteínas, que
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estaría mediada por un incremento en la fosforilación de eíF-2a,

vía estimulación de la actividad del enzima encargado de la

fosforilación (Rose y col., 1989).

De todo ésto podemos concluir que los mecanismos de

regulación de la iniciación a nivel de la formación del complejo

435, implicarían procesos de fosforilación/desfosforilación que

conducen a activación/desactivaciónde los principales factores

que intervienen en el proceso, modulándoseasí su actividad y por

consiguiente la de todo el proceso de síntesis de proteínas.

En lo que se refiere a la regulación de la iniciación de síntesis

de proteínas por aminoácidos, las etapas comprendidas en la

formación del complejo de iniciación 43 5 parecen tener una gran

importancia (Pain y Henshaw, ¡975). La ausenciade determinados

aminoácidos parece importante para la formación del complejo

ternario elF-2.CTP.metionil-tRNA, ya que se acompaña de un

aumento en el estado de fosforilación de la subunidada del elF-2

(Pain y col., 1980; Austin y Clemens, 1981). También se ha descrito

que la ausencia de aminoácidos en reticulocitos de conejo puede

inhibir la formación del complejo 43 5 por inhibición del eIF-2B,

sin que se aumente la fosforilación de la subunidad a del elF-2

(Gross y Rubino. 1989). La actividad del factor elF-2B parece

desempeñarun papel importante también en la regulación de la

etapa de iniciación por azúcares-fosfato(Gross y col., 1988) ó por

otros metaboliios, poliaminas y NADPH (Gross y Rubino, 1989;

Dholakia y col.. 1986; Dholakia y col., 1988).
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2.1.1.3.- Formación de complejos de iniciación 48 5.

La formación del complejo de iniciación 48 5 consiste en la

unión del ARNm al complejo 43 5, en un proceso dependientede

hidrólisis de ATP (Sonenberg, 1988). Está mediada por una serie

de factores proteicos que se han denominado factores de iniciación

4 (eIF-4) y que engloban a un conjunto de polipéptidos de

diferentes pesos moleculares: elF-4A (46 KDa). eIF-4B (80 KDa),

elF-4E (25 KDa) y elF-4F, multiproteina que está constituida de

eIF-.4A. elF-4E y de una proteína de 220 KDa. Existen dudas acerca

de si toda ésta serie de polipéptidos serían uno ó varios factores.

Se cree que las diferentes asociacionesque presenta el factor

elF-4, son estadostransitorios del proceso de iniciación, existiendo

evidencia experimental de la unión eíF-4E.p220 (Tahara y col.,

1981; Edery y col., 1983; Ray y col., 1985; Buckley y Ehrenfeld,

1987). Existen diversas hipótesis acerca del número, peso

molecular y localización subcelular del conjunto de proteínas que

se unen a la región CAP del ARN mensajero(CBP). Actualmente se

piensa que existe una única proteína CAP, elF-4E, con un peso

molecular de 25 KDa (Rychlik y col., 1987).

El elF-4E es el único polipéptido que se une a regiones CAP

del ARNm en ausenciade ATP (Sonenberg, 1981; Hel¡mann y col.,

1982), y lo hace independientementede la estructura secundaria

del ARNm (Pelletier y Sonenberg.1985; Lawson y col., 1986). Este

factor es susceptiblede fosforilación (Rychlik y col., 1986); Duncan

y col., 1987).
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Los factores eiF-4A y eIF-4B, no se unen al ARNm en

ausenciade eIF-4E y p220 (Rychlik y col., 1987; Grifo y col., 1983),

lo que indica que la unión entre éstos factores y el CAP, está

mediada por la unión a elF-4E.

El factor elF-4A parece ser el responsable de los

requerimientos de ATP que presenta la iniciación; es capaz de

unirse a regiones CAP del ARNm cuando forma parte del complejo

eIF-4F. y lo hace en presenciade ATP (Grifo y col., 1983 ; Edery y

col., 1983; Sonenberg, 1981). No parece que sea susceptible de

fosforilación (Duncan y col., 1985) y la actividad ATPasa que

presenta libre ó unido a elF-4F, está estimulada por eIF-4B (Grifo

y col., 1984) y por cadenas simples de ARNm (Abramson y col.,

1987). Se piensa que tiene una función en el relajamiento de la

secuencia 5 leader del ARNm, permitiendo así que el ribosoma

recorra el ARN mensajero hasta encontrar el codon AUG iniciador

(Ray y col..1985)

El factor eiF-4B puede ser fosforilado reversiblemente

(Duncan y col., 1985). Es capaz de unirse a regiones CAP del

mensajero sólo en presencia de eIF-4A, elF-.4E y p220, siendo

también necesaria la presencia de ATP. Se piensa que actuaría

estimulando la unión de eIF-4A a las regiones CAP del ARNm

(Grifo y col.. ¡983; Ray y col., 1985; Ray y col., 1986) y que

participaría en la liberación del factor elF-4E en forma de

complejo eíF-4F, lo que permitiría la posterior unión del factor a

otras regiones CAP de mensajerosdiferentes (Ray y col., 1986).

La función del polipéptido p22O, no es bien conocida. Parece

se indispensable para que tengan lugar una gran parte de las
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interaccionesentre los factores. El hecho de que elF-4E se una a

regiones CAP, eIF-4A lo haga preferentementea ARN de cadena

simple y que los 2 polipéptidos se unan a p22O, parece indicar que

éste factor, p22O, actuaría colocando la molécula eIF-4A en

posición adyacenteal CAP (Ray y col., 1985).

Los diferentes pasos de la formación del complejo de

iniciación 48 5. 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 esquematízaen la figura 3.

2.1.1.4.- Regulación de la iniciación a nivel de la formación
del complejo 48 S.

El principal punto de regulación en la formación del complejo

de iniciación 48 5. sería a nivel del reconocimiento del CAP.

Independientementede que esté libre o formando un complejo, el

factor elF--4E es. probablemente,el primer factor que encuentraal

ARN mensajero. además es el menos abundante de todos los

factores de iniciación (Duncan y col.. 1987; l-liremath y col., 1985) y

está en menor proporción que el ARNm, lo que sugiere que podría

ser limitante para la utilización del mensajero.

El factor elF-4E es, además, susceptible de fosforilación

(Rychlik y col.. 1986; Duncan y col., 1987), habiéndoseencontrado

en reticulocitos de conejo proteínas quinasas específicas para eIF-

413 (Hagedorn. 1987).

Los primeros estudios sobre la fosforilación de eIF-4E

condujeron a establecer un único punto de fosforilación localizado



FIGURA 3

MODELO PROPUESTOPARA LA FORMACION DEL COMPLEJODE INICIÁCION 485.
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El esquema representaci modelo propuesto por Rhoads en 1988, en el que se engloban Los

procesosprincipales que tienen lugar durante la formación de los complejos de iniciación 48 5.
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en una serma en posición 53 (Rychlik y col., 1987). En

experimentos posteriores se han visto múltiples formas de

fosforilación, de las cuales la localizada en serina-53 (Joshi-Barvey

col., 1990). tiene implicaciones reguladoras. Aunque la principal

función del elF-4E (unión a regiones CAP del ARNm) no esté

alterada por la fosforílación (Duncan y col., 1987; Bonneau y

Sonenberg. 1987; Hiremath y col., 1989). recientementese ha

demostradouna nueva actividad para éste factor (Hiremath y col.,

1989), que sería la unión del ARN mensajero a la subunidad

pequeña ribosomal. Para ésta función, sí parece ser indispensable

la fosforilación en Ser-53.

La desfosforilación de eIF-4E, concide con una disminución

en la actividad de síntesis de proteínas lo que ha podido ser

establecido en determinadas situaciones tales como choque

térmico (Duncan y col., ¡987) ó durante la mitosis (Bonneau y

Sonenberg. 1987). La fosforilación es paralela a un incremento en

la biosíntesisde proteínas,en células 3T3 activadas con suero o en

linfocitos T estimulados mitogénicamente(Hiremath y col., 1989),

lo que sugiere que la fosforilación puede promover la activación de

clF-4E, y así podría constituir una forma de regulación de la

síntesis de proteínas. La observación de que la fosforilación de

elF-4E es activada por ésteres de forbol (Morley y Traugh, 1989)

implica el papel de la proteína quinasa C en la regulación de la

síntesis de proteínas. Otro activador de fosforilación del eIF-4E

parece ser la insulina (Morley y Traugh, 1988).

La fosforilación también parece intervenir en la asociación

entre elF-4E y p22O, observación realizada tanto en células del
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tumor de Ehrlich (Lamphear y Panniers, 1990), como en Usados de

reticulocitos de conejo (Joshi-Barve y col., 1990).

La regulación de la iniciación de la síntesis de proteínas a

nivel de la formación del complejo 48 5, puede experimentarotra

modulación y puede venir dada por la accesibilidaddel 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 secundarialejos del CAP, pero por encima del codon

iniciador AUG (Pelletier y Sonenberg, 1985). La introducción de

estructura secundariapróxima al CAP disminuye la interación de

los factores de iniciación y altera el desdoblamientodel ARNm

(Lawson y col.. 1986; Abramson y col., 1987). La accesibilidaddel

CAP está relacionadacon la eficacia de la iniciación de algunos

ARNm de virus (Godefroy-Colburn y col., 1985). Recientes

investigacionespermiten establecercorrelación entre la eficacia de

algunos análogos CAP como inhibidores de la síntesis de proteínas,

y su afinidad por elF-4E, estando la unión entre determinados

análogos del CAP y el elF-4E relacionada con el nivel de

protonación de determinados residuos de histidina (Carberry y

col., 1990).

2.1.2.- Crecimiento de cadenas peptídicas.

Se conoce poco acerca del mecanismo de acción de los

factores que intervienen en la etapa de crecimiento de cadenas

peptídicas, pero en los últimos años se han podido establecerque

variaciones en su estado de fosforilación podrían intervenir
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modulando la síntesis de proteínas. En extractos acelulareslibres

de ribosomas obtenidos de reticulocitos de conejo y de hígado de

rata, se ha descrito que la fosforilación de eEF-2 por una proteína

quinasa dependiente de Ca~~ (Nairn y Palfrey, 1987) ó

Ca++/calmodulina dependiente (Ryazanov, 1987), conduce a la

inactivación de eEF-2. Se desconoce la función concreta de la

fosforilación pero se ha visto que la forma fosforilada bloquea el

paso del aminoacil-peptidil-tRNA desdeel sitio A (aminoacil) al P

(peptidil) deJ ribosoma (Ryazanov y Davydova, 1989), y está

relacionada con una inhibición de la etapa de crecimiento de

cadenas peptídicas (Ryazanov y col., 1988; Celis y col., 1990;

Sitikov y col.. 1988).

Se han observado también modificaciones estructurales y

funcionales de determinadas proteínas ribosomales. como

consecuenciade la unión de eEF-2 (Marzouki y col., 1990).

Otro punto de regulación de la síntesis de proteínas en la

etapa de crecimiento de cadenaspeptidicas,es a nivel del reciclaje

del eEF-¡ cx. Igual que sucedeen procariotas, la disociación de GDP

desde eEF-la tiene lugar por la formación de un complejo ternario

transitorio eEF-la.GDP.eEF-l~y.Del estudio de las constantesde

equilibrio de la asociaciónde GTP y GDP, se puede pensarque el

reciclarniento de eEF-la puede ser una etapa limitante en el

proceso de traducción en células eucariotas (Janseeny Moller,

1988).
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2.2.- PERTURBACIONES DE FLUJOS IONICOS QUE ACOMPAÑAN Al.
TRANSPoRTE DE AMINOACIDOS.

En el año 1913-14 Van Slyke y Meyer observaron que la

concentración de grupos a-amino era mucho más elevada en

hígado que en plasma. Ha sido en los lO últimos años cuando se

han realizado los mayores avances en el conocimiento de los

mecanismos de transporte de aminoácidos en hígado (Kilberg,

1982).

El influjo celular de aminoácidos suele estar acompañadode

iones y de agua (Sharschmidt y Van Dykc, 1983). provocando

cambios en las concentracionesy flujos de otros iones, así como en

el volumen celular, que podrían estar relacionados con el

mecanismo de acción de los aminoácidos como moduladores

biológicos.

La entrada de aminoácidos neutros en células animales tiene

lugar a través de diferentes sistemas de transporte, muchos de los

cuales son capaces de transportar e] mismo tipo de sustrato. Se

diferencian en que presentan distinta sensibilidad a los iones e

inhibidores, y distinta afinidad por los sustratos que transportan.

El sistema de transporte A (Edmondson y col., 1979:

Kristensen y col., 1983), reacciona mayoritariamente con

aminoácidosde cadena corta, polar ó con cadenaslaterales lineales,

como es el caso de alanina ó glicina. El transportemediado por éste

sistema, se caracteriza por ser dependientede Na+ y por estar

altamente limitado a pH extracelular bajo. Suele resultar inhibido

por la elevación intracelular del aminoácido que transporta.
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El sistema L es el más importante transportador de

aminoácidos de cadena ramificada y de aminoácidos aromáticos,

como es el caso de leucina, isoleucina, valina y fenilalanina. Es

independientedc Na+ y, en ocasiones, resulta estimulado a pH

extracelular ácido y por la concentración intracelular de dichos

aminoácidos.

Otro sistema de transporte dependientede Na±,caracterizado

posteriormenteen células Ehrlich (Christenseny col., 1967), es el

denominado ASC, que reconoce exclusivamentealanina, serma y

cisteina. Se diferencia del sistema A por ser relativamente

insensible a pH. presentar alta cstereoespecificidad,y por ser

estimulado por la elevación intracelular de los aminoácidos que

transporta. Es un transportador muy abundante y presenta un

amplio rango de sustratos con los que reacciona en cultivos de

hepatocitosde rata (Edmondsony col., 1979; Gazzola y col., 1980;

Franchi-Gazzolay col., 1982).

En hepatocitos de rata se ha descrito un sistema de

transporte dependientede Na±,que reacciona exclusivamentecon

glutamina, asparaginae 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

supresión de aminoácidos (Kilberg, 1980). Se piensa que éste

sistema de transporte está presente exclusivamenteen el hígado

(Kilberg, ¡982).
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2.2.1.- Transporte de alanina.

La alanina ocupa una posición clave en el metabolismode los

aminoácidos en células de mamíferos. Proporciona esqueletos de

carbono para la síntesis de glucosa y ademássirve para transferir

nitrógeno al hígado para la síntesis de urea (Felig, 1975; Felig y

col.. 1970; Snell. 1980). También estimula gluconeogénesis

(Friedrich y Schoner, 1974; Llorente y col., 1970) y la formación de

glucógeno (Katz y col., 1976), y presenta un marcado efecto

inhibidor de cetogénesis(Nosadini y col., 1980). Su transpone es

requisito previo para que todos estos sucesos metabólicos tengan

lugar, y es de destacar que, en determinadas condiciones, éste

transporte puede ser limitante para la utilización del aminoácido

(Christensen. 1983; Fafournoux y col., 1983; Groen y col., 1982;

McGivan y col.. 1981; Sips y col., 1980).

La entrada de alanina en hepatocitos aislados es, en casi su

totalidad, dependientede Na~ (Riggs, 1970). estando mediado, a

concentracionesfisiológicas del aminoácido, por el sistema A

(Riggs, 1970: Feh]mann y col., 1979). El transporte de alanina

acoplado a Na±presenta una proporcion molar 1:1 (Weissbachy

col., 1982; Giles y col., 1980; Riggs, 1964; Riggs. 1970), siendo la

fuerza conductora del mismo, el gradiente electroquímico para el

ion Na + existente a través de la membrana plasmática. Como

consecuenciadel transporte acoplado se produce un incremento

intracelular en [a concentración de Na+, que induce toda una

secuencia de procesos reguladores. La entrada de alanina en la

célula induce la activación indirecta de la ATPasa Na~/K~ (Shotwell
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y col., 1983; Ujalmarson y Ahren, 1967), lo que favorece que se

restaure el gradiente electroquímico para Na+. Esto provoca un

mayor influjo del aminoácido e induce la elevación de la

concentración intracelular de K+ hasta niveles no fisiológicos;

ambos. K4 y alanina, son sustancias osmóticamente activas que,

como tales, incrementanel 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; Sepúlveday Smith, 1978) ha

sido relacionada con mecanismos de regulación del volumen

celular (Shotwell y col., 1983). En estudios posteriores se ha visto

que la alanina activa canales de K+ dependientesde Ca++ (Bear y

Petersen,1987: Sheppardy col., 1988) y que la salida pasiva de Kt

parece ser independientede la activación de la ATPasa Na~/K~

(Cohen y Lechene. [988 a y b; Cohen y Lechene, 1990).

El influjo de Na + que acompaña al transporte de alanina

puede provocar también una disminución de ¡a salida de H ~, a

través del intercambiador Na+/K+, descrito por Murer y col.

(1976). Este es el mecanismo más ampliamente estudiado en la

regulación del pH intracelular. Este sistema intercambiador está

presente en todos los tipos celulares, siendo la fuerza motriz e]

gradiente de Na+ a través de la membranaplasmática. De forma

secundaria depende de la hidrólisis de ATP, vía ATPasa Na4/K~

(Frelin y col., 1988). Funciona, generalmente, alcalinizando el

medio intracelular, siendo máxima su actividad a pH intracelular

ácido y practicamenteinactivo cuando el pl-l presentavalores por

encima de 7.5, de ahí su importante función en el control del pH

intracelular (Vigne y col., 1985 a; Frelin y col., 1985).
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La mayoría de los efectoresbiológicos descritos (hormonas o

factores de crecimiento), producen alcalinización celular (Frelin y

col., 1988). La activación del sistema Na~/H~ se logra por

diferentes mecanismos que pueden operar simultáneamente;

puede ser mediada por proteína quinasa C, que se activa en

presencia de diacilglicerol procedentede la hidrólisis de inositol

fosfolípidos por la unión de un efector específico a receptores de

membrana (Vigne y col., 1985 b). En determinadascélulas, un

incremento en la concentración intracelular de Ca+±activa el

intercambiador Na~/H4 (Owen y Villereal, 1982; Owen y Villereal,

1985), por lo que se piensa que la proteína quinasa Ca++ -

calmodulina-dependientemediaría el efecto del Ca++ (Villareal,

1981; Muldoon y col., 1985; Owen y Villereal, 1985). Algunos

autores han descrito que la activación del intercambiadorNa±/H±

dependientede ~ incluye la participación de la fosfolipasa A2

(l-luang y col.. 1987). En algunos tipos celulares se ha detectado

inhibición del sistema Na~/I-l~ por la acción de AMPc (Reuss y

Petersen, 1985; Kahn y col., 1985; Weinman y col., 1987).

En hepatocitos aislados de rata, el intercambiador Na+/l~l±

junto con el transportador CL/HCOy, son los máximos

responsablesimplicados en los mecanismosde regulación del pH

intracelular (1-Lenderson y col., 1987; Renner y col., 1989).

La existencia de un sistema de transporte que actúa

regulando el pH intracelular y el hecho de que el transporte de

alanina se efectue principalmente acoplado a Na4’ nos permite

plantear la posibilidad de que los efectos fisiológicos de la alanina



pudieran estar mediados por cambios en los flujos iónicos yló

modificaciones en e] pH intracelular.
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PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
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Las evidencias experimentales anteriormente mencionadas.

sugieren que los aminoácidos pueden intervenir como

moduladores de una gran variedad de procesos biológicos, entre

ellos la actividad de síntesis de proteínas. Resultados anteriores

han demostrado que el efecto de los aminoácidos, alanina y

prolina, sobre la síntesis de proteínas hepáticas se produce

fundamentalmente en animales mantenidos en ayuno. En

hepatocitos aislados la síntesis de proteínas 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 suplementadocon una mezcla fisiológica de

aminoácidos. Dicha mezcla de aminoácidos no tiene efecto 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 un sólo

aminoácido podía revertir la inhibición de síntesis de proteínas

ocasionadapor el ayuno (Pérez-Salay col., 1987).

Durante el ayuno la reducción en las tasas de síntesis de

proteínas se acompaña de amplias variaciones en los niveles

hepáticos y plasmáticos de aminoácidos; además los aminoácidos

son los únicos sustratos a partir de los cuales puede sintetizarse

glucosa de novo, proceso clave en el metabolismo celular, ya que

en ausenciade un aporte exógeno de glucosa, el organismo debe

utilizar sustratos endógenos para mantener los niveles

estacionariosde glucosa y asegurar su supervivencia; ésto ocasiona

competencia entre las dos vías metabólicas que precisan

aminoácidos: gluconeogénesisy síntesis de proteínas.
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El modelo biológico elegido para establecerlos efectos que el

ayuno y la administración de aminoácidos ocasionan sobre la

síntesis de proteínas hepáticas, 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 número de variables y estudiar simultáneamente

condiciones diferentes frente a un mismo control. De igual forma,

se eliminan factores ajenos al órgano que pudieran influir en la

actividad de dicho proceso. Presenta,no obstante, la desventajade

que los hepatocitos carecen de sus interrelaciones fisiológicas, y

también puede ocurrir que durante el proceso de preparación se

produzca una disminución del contenido celular de intermediarios,

que perturbe la actividad de ciertos procesos a] limitar la

disponibilidad de sustratos ó efectores.

Abordamos nuestro estudio valorando, por un lado, el efecto

del ayuno y de la administración de aminoácidos individuales

sobre la actividad de síntesis de proteínas en células hepáticas.

Utilizamos como estimuladores la alanina y la prolina, por ser los

aminoácidos que presentan un mayor efecto sobre la actividad

biosintética de proteínas (Pérez-Salay col., 1987). Para valorar el

efecto de las alteraciones de flujos iónicos a través de la

membrana plasmática inducidos por aminoácidos, sobre la

actividad de síntesis de proteínas, hemos perturbado el equilibrio

iónico mediante la utilización de ionóforos y de inhibidores

específicos.



50

Los estudios en hígado perfundido permitieron conocer los

cambios que el ayuno y los aminoácidos inducen, sobre los flujos

íónicos de K+ y Ca±±.así como su efecto sobreel pH.

En las condiciones experimentalesdescritas anteriormente,

hemos cuantificado los efectos sobre el proceso de iniciación a

nivel de los factores que intervienen en el proceso, por ser esta la

etapa que. in vivo, resulta principalmente regulada. Los

experimentosse realizaron en hepatocitos aislados, en paralelo con

experimentos in vivo, lo que nos permitió reconocer los efectos

derivados de privar a las células de sus interrelaciones fisiológicas.



MATERIALES Y METODOS
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1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los experimentos fueron realizados utilizando ratas macho

de la raza Wistar, cuyos pesos oscilaban entre 180-220 gramos en

el momento de su utilización (excepto en los casos en que se

especifican otras condiciones). Fueron mantenidos con luz,

temperaturay humedad controladas. Los animales se alimentaron

ad Iihitum ó se sometieron a períodos de ayuno de 48 h; durante

los cuales únicamentese les administró agua.

2.- REACTIVOS.

La mayoría de los experimentosfueron realizados utilizando

reactivos adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. U.S.A.) ó

en Merck (Darmstadt, R.F.Alemania). La colagenasase obtuvo de

Worthington Biochemical Co. (New Jersey. U.S.A.). Las enzimas se

adquirieron de Boehringer (Mannheim, Alemania). Los compuestos

radioactivos en Amersham (Inglaterra).

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

Los animales fueron anestesiadoscon Nembutal sódico (40

mg/kg de peso corporal), aproximadamente5 minutos antes de ser

operados.

La administración de L-alanina se realizó 10 minutos antes

de sacrificar el animal, mediante inyección intraperitoneal de una

solución del sustrato en suero salino (1 mmol/kg de peso corporal).
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Cuando la administración fué intraportal. se llevó a cabo la

inyección lenta (aproximadamente en 30 segundos) de una

solución isoosmótica del aminoácido (2.5 ml/kg de peso corporal).

Transcurridos 5 minutos se procedió a la toma de biopsias.

Las biopsias hepáticas se tomaron tras exponer el órgano,

mediante incisión abdominal amplia y fueron procesadas,según

expondremos.En los casos en que se tomaron dos biopsias de cada

animal, según los requerimientos analíticos, la inicial se tomó

previa ligadura del lóbulo correspondiente.

4.- PERFUSION HEPATICA.

El sistema de perfusión en circuito abierto es similar al

descrito posteriormente para la preparación de hepatocitos

aislados, utilizando tampón Krebs-Ringer bicarbonatado como

medio de perfusión. El sistema lleva acoplado al efluente hepático

electrodos específicos para determinar PO2. pK~, pCa2~ y pH. La

señal recogida por los electrodos es amplificada y digitalizada

mediante el conversor analógico 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

comunicación HPIB (lEE 488). Los datos fueron recogidos en hojas

de cálculo, disponibles comercialmente,para su ulterior análisis y

representación.
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5.- PREPARACION DE HEPATOCITOS AISLADOS.

El procedimiento seguido para el aislamiento de las células

hepáticas. fué el de perfusión del sistema vascular hepático con

colagenasa. descrito por Seglen (1976), modificación del

originalmente descrito por Berry y Friend (1969). Mediante éste

procedimiento se consigue digerir el estroma reticular que

mantiene la estructura del tejido. El equipo utilizado para la

perfusión ha sido descrito anteriormente por Parrilla y Ayuso-

Parrilla (1976), y Willianson y Tisehíer (1979), y se esquematiza

en la figura 4.

S.l.- DIGESTION CON COLAGENASA.

Despuésde anestesiarel animal con Nembutal (40 mg/kg de

peso corporal). se realiza una incisión abdominal amplia. Las

vísceras 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 tampón 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 bifurcación pélvica para permitir el drenaje de sangre y

la evacuacióndel fluido de perfusión. El pH del medio de perfusión

será equilibrado a 7.4 con una mezcla gaseosade 95% 02 y 5%

anhídrido carbónico. La ausenciade Ca2~ en el medio extracelular

va a producir una desorganización del estroma hepático, que

facilita el posterior ataque proteolítico por colagenasa;la perfusión



FIGURA 4

ESQUEMA DEL SISTEMA DE PERFIJSIONHEPATICO

La solución de perfusión se hace circular mediante una bomba peristáltica a
través de un oxigenador termostatizadopara que alcance el hígado con la
temperatura y pH adecuados. R.C.C.: régimen de circuito cerrado; R.C.A.:
régimen de circuito abierto.
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se realiza en régimen abierto a una temperaturade 33~C, y con un

caudal de 30 mí/mm.

Transcurridos 5 minutos se perfunde el órgano con 60 ml de

tampón Krebs-Ringer bicarbonatado,que contiene gelatina al 1.5%

(p/v), 10 mM glucosa, 0.5 mM cloruro cálcico y 200 U/ml de

colagenasa. La temperatura subirá a 379C, al mantenerse un

régimen de perfusión en circuito cerrado. Esta etapa del proceso de

aislamiento de células hepáticas durará entre 15 y 20 minutos.

pudiendo ser observado el grado de digestión proteolítica por la

disminución del fluido recirculante y por el estado de

edematización del órgano.

A continuación se procede a eliminar la colagenasa del

hígado, mediante la perfusión (3-4 minutos) con tampón Krebs-

Ringer bicarbonatado.Posteriormente se trocea el hígado y se

filtra através de una malla fina de nylon, incubando las células

liberadas (5 minutos) en un baño en agitación a 37W, para

conseguir la lisis de las células dañadas. Al finalizar la incubación,

la eliminación de las células dañadas, se realizó mediante

centrifugación diferencial. Los hepatocitos dañados tienen menor

densidad por la retención de agua en su interior. Se centrifugaron

las células a baja velocidad (500 x g), durante 1-2 minutos. El

proceso se repitió tres veces, eliminándose el sobrenadante,donde

quedarían en suspensión las células dañadasy resuspendiendolas

células sedimentadas con tampón Krebs-Ringer bicarbonatado.

equilibrado con 95% 02:5% CO
2~
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5.2.- CRITERIOS DE VIABILIDAD.

Criterios morfológicos y criterios funcionales, son los que

habitualmente se utilizan para determinar la viabilidad de las

preparacionesde hepatocitos.

Los criterios morfológicos más utilizados son el aspecto que

presenta el sedimento tras la centrifugación, y la tinción de las

células con el colorante vital azul de tripano.

La tinción se lleva a cabo añadiendo 0.3 ml de solución

isotónica de colorante (150 mg de azul de tripano y 120 mg de Cl

Na, en 25 ml de agua) a 0.1 ml de suspensiónde células. Después

de incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, la

suspensióncelular se examina al microscopio óptico. El colorante

sólo entrará y. por tanto, teñirá, aquellas células cuya membrana

plasmática está dañada. Habitualmente se obtuvieron

preparaciones donde menos del 5% de las células resultaron

teñidas con el colorante.

Los criterios funcionales empleadosson la determinación de

las tasas de gluconeogénesis,ureogénesisy síntesis de proteínas.

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 expresadosen función

del peso húmedo de las células. El peso húmedo fué determinado

centrifugando alícuotas de 0.5 ml de la suspensiónde hepatocitos,

durante 2-3 minutos a 13000 x g, en tubos de centrífuga



58

pretarados. Fueron posteriormente pesados, tras decantar el

sobrenadante y secar, cuidadosamente, las paredes, y, por

diferencia, se obtuvo el peso húmedo de las células. La liofilización

de los sedimentos,permite conocer el peso seco de las células.

En la Tabla 1, se exponen Las relaciones de peso húmedo a

peso seco obtenidas por diferentes autores, así como la relación

entre diversas formas de expresión de los resultados en estudios

metabólicos con hepatocitos.

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

6.1.- INCORPORACION DE L-[31I1-VALINA EN PROTEíNAS EN
IfEPATOCITOS AISLAI)OS.

La síntesis de proteínas totales en células aisladas se

determinó midiendo la incorporación en proteínas de un precursor

radioactivo. L-[3H]-valina (10 uCi4imol). Para evitar variaciones en

la actividad específica del precursor debidas al aumento de la

concentración del aminoácido no radioactivo precedente de

proteólisis, administramos la L-[3HjI-valina a concentraciones

cercanasa la saturación (0.5 mM) (Girbés y vol., 1983) de forma

que la actividad específica del precursor no sufriese variaciones

significativas.

Las células (40 a 50 mg/mí) fueron incubadasen matraces

de plástico a 37W. en un baño con agitación orbital, en un medio

compuesto por solución Krebs-Ringer cuyo pH se mantuvo en 7.4

mediante equilibración con una mezcla gaseosadel 95% 02 y 5%



TABLA 1

CONTENIDO EN AGUA YPROTEINASDE HEPATOCITOS
AISLADOS DE RATA

PROTEíNAS

21.6% del peso húmedo
(Geelen y col.. 1976)

92.8% del peso húmedo

RELACIONESDE PESOHUMEDO/PESOSECO:

4.29 (Ceeleny col., 1976)

3.77% (Berry y col., 1972)

3.46% (Girbés y col., 1984)

N9 DE CELULASPORGRAMO DE PESOHUMEDO:

1.19 x 10-8 (Geelen y col., 1976)
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CO2, con ficoll 70 al 2% (p/v). L-[
3H]-valina (10 MCi4Imol) y los

diversos sustratose inhibidores que se detallan en los resultados.

A los tiempos de incubación deseadosse tomaron alícuotas

de 200 pl por triplicado que fueron inmediatamenteacidificadas

con 2 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v). A

continuación las muestras se incubaron a 90W durante 30 minutos

para hidrolizar los aminoaci]-tRNAs. Posteriormente el material

insoluble en ácido se recogió por filtración a través de membranas

de fibra de vidrio de 2.5 cm de diámetro (Whatmann GF/A), y los

filtros se lavaron 3 vecescon 2 ml de TCA al 10 % y dos veces con

2 ml de etanol 96% (y/y). Finalmente los filtros se secaron y se

transfirieron a viales que contenían2 ml de líquido de centelleo (6

g de PPO y 6 mg de POPOPpor litro de tolueno). Para determinar

la radiactividad retenida por los filtros de manera inespecífica se

procesaron alícuotas correspondientesa tiempos cero y los valores

obtenidos se restaron de los demas.

La tasa de incorporación de L-113H1-valina en proteínas fué

calculada con los valores de incorporación de los tiempos 30 y 60

minutos de incubación, dado que la linearidad de incorporación de

isótopo en proteínas sólo se alcanza transcurridosunos minutos de

incubación, necesariospara conseguir una adaptación al medio de

los sistemas enzimáticos y metabólicoscelulares.
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6.2.- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR DE INICIACION eIF-2

6.2.1.- Preparación de [3551-metionil-tRNA.

Para la preparación de [35S]-metionil-tRNA se siguió el

procedimiento descrito por Takeishi y col. (1968), modificiación

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 reacción contenía trietanolamina 250 mM a pH

7.5, cloruro potásico 250 mM, ditiotreitol 10 mM, ATP 20 mM,

acetato magnésico 40 mM, CTP 5 mM, [35S]-metionina

(aproximadamente 10 nM. actividad específica 1360 ~Ci4imol),

tRNA 5 mg/ml y 160 .11 de una preparación de aminoacil-tRNA

sintetasas,para un volumen total de 2 ml.

Transcurridos 15 minutos de iniciarse la reacción incubando

a 30W, se adicionaron 0.2 ml de una solución de acetato sódico 2

M, pH 5.35, y 4 ml de agua saturadacon fenol. La mezcla se dejó

en agitación constantedurante 5 minutos a 4W.

Despuésde centrifugar 5 minutos a 2000 x g, se separó la

fase acuosa y se realizó re-extracción de la fase de fenol,

añadiendo 1.6 ml de una solución que contenía acetato sódico 50

mM, pH 5, y acetato magnésico50 mM. Después de 5 mm. en

constanteagitación la mezcla fué de nuevo centrifugada.Se recogió

la fase acuosa, y se combinó con la anterior, siendo dializada la

mezcla contra una solución de acetato sódico 50 mM, pH 5, y

cloruro sódico 0.5 M. durante 12-18 horas a 44?.
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Por cada lO ml de muestra obtenida se añadieron2,5 ml de

1 M acetatopotásico pH 5.5, y 10 ml de etanol absoluto. Se dejó a

-204? durante 12-18 horas. Después de centrifugar 30 minutos a

10.000 x g, el precipitado obtenido se lavó con etanol absoluto. El

etanol se eliminó por evaporación,y el precipitado se disolvió en

acetato sódico 20 mM, pH 5, en el volumen adecuadopara obtener

aproximadamente 106 cpmó.il.

6.2.2.- Formación de complejos ternarios elF-2.GTP.
meti oni 1 - t RNA.

La actividad del factor de iniciación de síntesis de proteínas

de células cucariotas (eIF-2), presente en sobrenadantes

postmitocondriales de homogenados hepáticos, fué determinado

según una adaptación del método descrito por Harbitz y Hauge

(1976).

Los extractos postmitocondriales fueron preparados de

hígados de ratas cuyos pesos oscilaban entre 100-120 g., en el

momento de su utilización. Los animales fueron alimentados ad

tibitum ó mantenidosen ayuno durante 48 h. En los casos en que

se administró alanina. ésta se inyectó intraperitonealmente

(1 mmol/kg de peso corporal) disuelta en suero salino. A los 10

minutos se tomaron biopsias hepáticas de aproximadamente 1 g,

que fueron rápidamente congeladasen nitrógeno líquido hasta su

procesamiento.Las biopsias se homogenizaroncon 3 volúmenes de

un medio que contenía trietanolamina 50 mM pH 7.6, acetato

magnésico5 mM, cloruro potásico 120 mM, glicero] 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 04?, y el sobrenadantefué de

nuevo centrifugado a 150.000 x g durante 3 horas a 0W. El

sobrenadante postmitocondrial así obtenido fué almacenado en

nitrógeno líquido hasta su procesamiento.

La presencia en el medio de homogenización de

concentracionesde KCI del orden de 250 mM, proporciona una

fuerza iónica elevada,que permite extraer y analizar el factor dF-

2 ligado a estructuras celulares (eIF-2 total), mientras que

concentracionesde KCI menores ó iguales a 120 mM, permiten

extraer, preferentemente,la fracción libre de eIF-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

reacción puede ser valorada cuantitativamente reteniendo los

complejos en filtros de nitrocelulosa, y utilizando como marcador

radioactivo [35S]-ínetionil-tRNA.

La mezcla de incubación contenía trietanolamina 50 mM, pH

7.6, ditiotreitol 1 mM. cloruro potásico 100 mM, acetato magnésico

2 mM, GTP 0.5 mM, fosfoenolpiruvato (PEP) 3 mM y piruvato

quinasa 10 U/ml. como sistema regeneradorde GTP.

En presenciade Mg24 en el medio de incubación la actividad

del factor elF-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 Mg2+,

eliminan dicha dependencia. De éste modo, comparando los



64

ensayos de actividad del factor elF-2, en ausenciay en presencia

de Mg2~. cuantificamos indirectamente la actividad del elF-2B.

El sobrenadantepostmitocondrial suponía el 5% de la mezcla,

porcentaje que permitía obtener respuestasde linearidad respecto

al tiempo. La reacción se inició tras la adición de [355j-metionil-

tRNA.

La incubación se realizó a 304?. A los tiempos 0, 2, 4 y 6

minutos, se tomaron alícuotas de 50 ji1, que fueron

inmediatamente añadidas a tubos de ensayo que contenían 4 ml

dc una solución tampón trietanolamina 50 mM, cloruro potásico 90

mM y acetato magnésico5 mM, a 04?, para detener la reacción, y

se filtraron através de membranas de nitrocelulosa. Los filtros

fueron lavados con 8 ml de la misma solución. Una vez secos, se

transfirieron a viales que contenían 2 ml de líquido de centelleo

(Tol ueno-PPO/POPOP).

Los resultados se expresan en cpm x mm1 x mg-1 de

proteína en el sobrenadantepostmitocondrial. La concentración de

proteínas se determinó por el método de Lowy (Lowry y col.,

1951).

6.3.- OBThNCION DE PERFILES DE POLIRRIBOSOMAS EN
ILEPATOCITOS AISLADOS.

Para la obtención de los perfiles de polirribosomas utilizamos

los métodos descritos previamente (Henshaw y col., 1971).

Los hepatocitos (150-200 mg/mí) procedían de ratas

alimentadas ad libitum ó bien de animales que habían sido

sometidos a períodos de ayuno de 48 horas. Fueron incubados a
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374? en un tampón Krebs-Ringer bicarbonatadoque contenía Ficolí

70 al 2% y, tras un periodo de preincubación de 15 minutos, el

aminoácido L-alanina fué añadido al medio para dar una

concentraciónfinal de 2 mM. A los controles les fué añadido el

mismo volumen de solución salina.

A los tiempos de incubación que se indican en los resultados,

se tomaron alícuotas de 2.5 mí, que se añadieron sobre el mismo

volumen de un tampón 100 mM trietanolamina, pH 7.3, con

cloruro magnésico 10 mM y cloruro potásico 50 mM, mantenido a

44? (Medio A x 2), y que contenía Tritón-X-I0O para alcanzar una

concentraciónfinal del 0.3%.

La mezcla resultante fué centrifugada a 5000 rpm durante 5

minutos a 44?.. por cada 3.3 ml de sobrenadantese añadieron0.43

ml de deoxicolato sádico al 20% (p/v) y 7.4 ml de una solución de

sacarosa 2.3 M que contenía mercaptoetanol7 mM, y que había

sido preparada en medio A. El sobrenadanteasí diluido se colocó

en tubos de centrífuga que contenían 3.4 ml de medio A con

sacarosa2.3 M y 0.6 ml de fracción postribosomal de extracto

hepático que contiene un potente inhibidor de ribonucleasas(celí

sap) (Shortman, 1962., Wollenberger y col., 1960). Después de

centrifugar a 150.000 x g durante 16 horas, el sedimento fué

resuspendidoen 0.5 ml de medio A. Esta suspensiónse centrifugó

durante 5 minutos a 12.000 x g.

A continuación 0.1 ml del sobrenadante (equivalente a

aproximadamente2 unidades de absorción 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 44?.

La distribución de los polisomas en los gradientes fué

analizada mediante un registro de la absorción a 254 nm

utilizando un analizador de gradientes. Las señales analógicas del

detector fueron digitalizadas y evaluadas mediante un ordenador

de la firma Spectra-Physicsmodelo 4200.

Para evaluar el estado de agregación de los polirribosomas a

partir de los perfiles obtenidos, calculamos la fracción

polirribosomal, es decir, la proporción entre el área

correspondiente a polímeras/monómeros+ dímeros, que es un

índice cuantitativo del estado de agregación de los ribosomas.

6.4.- DETERMINA ClON DE LA DENSIDAD I)E LA SUBUNIDAD
RIBOSOMAL 40 5.

6.4.1.- Separación de ribosomas y de suhunidades riboso-
males en hepatocitos aislados.

Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas alimentadas ad

libitum ó ratas mantenidas en ayuno durante 48 h, fueron

incubados en un tampón Krebs-Ringer bicarbonatadoconteniendo

Ficolí 70 al 2%. Transcurridos 15 minutos de preincubación se

adicionó al medio un volumen adecuadode L-alanina para dar una

concentraciónfinal de 2 mM; a los controles se les añadió el mismo

volumen de solución salina. A los tiempos indicados se tomaron

alícuotas de 5.5. ml que fueron añadidas sobre 5.5 ml de un

tampón trietanolamina40 mM pH 7, con acetato magnésico4 mM,
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x 2) y que contenía Tritón-X-100 para alcanzar una concentración

final del 0.3%.

Después de centrifugar a 11.000 rpm durante 20 minutos, se

recogieron 4.25 ml del sobrenadantepostmitocondrial. a los que se

añadió deoxicolato sódico al 20% (p/v) para conseguir una

concentracióndel 0.5%. El sobrenadanteasí tratado se colocó en

tubos de centrífuga que contenían6.25 ml de medio E 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 suspensión sc

centrifugó a 12.000 x g durante 5 minutos. Posteriormente,20

unidades de absorción a 260 nm (aproximadamente200 jil de

sobrenadantede la última centrifugación) fueron colocados sobre

un gradiente continuo de sacarosa20-40%, preparado en medio B.

Los gradientes se centrifugaron a 22.000 rpm durante 16 h. en un

rotor SW 27.1 a 44?.

La localización de los ribosomas (80 5) y de sus respectivas

subunidades (40 y 60 5) a lo largo del gradiente fué posible

gracias a la utilización de controles, en los cuales a la suspensión

de hepatocitos se le añadió un volumen igual de medio B x 2, en el

cual la concentraciónde cloruro potásico fué elevada a 250 mM. La

elevación de la fuerza iónica, favorecía la disociación de los

ribosomas en sus respectivassubunidades.De éste modo, mediante

el análisis espectrofotométrico del gradiente de sacarosa,

únicamente se detectarán los picos de absorción correspondientes

a las subunidades 40 y 60 5. y por extrapolación se podrá

identificar el pico que representael ribosoma completo (80 5).
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El análisis de la distribución de las subunidadesribosomales

y de los ribosomas en los gradientes se efectuó del mismo modo

que la anteriormente descrita para los perfiles de polirribosomas,

mediante registro de la absorción a 254 nm.

6.4.2.- Separación de rihosomas y de subunidades
rihosomales en biopsias y hepáticas.

Las biopsias hepáticas,procedentes de ratas alimentadas ad

libitum ó de animales mantenidos en ayuno durante 48 h., fueron

inmediatamente sumergidas en un tampón 20 mM

trietanolamina pH 7, con acetato magnésico2 mM, cloruro potásico

25 mM, EDTA 1 mM y ditiotreitol 1 mM (Medio B). mantenido a

40C. Las biopsias fueron homogenizadascon 2 volúmenesde medio

B, y el homogenizadoresultante fué centrifugado a 11.000 rpm

durante 30 minutos a 44?. Al sobrenadantese le añadieron

deoxicolato sódico al 20% (plv) y Tritón-X-l00 al 10% (y/y) para

dar una concentraciónfinal de 2 y de 0.1%. respectivamente.

El sobrenadanteasí tratado (2.75 mí) se colocó en tubos de

centrífuga que contenían 6.25 ml de sacarosa0.5 M preparadaen

medid B. Después de centrifugar a 150.000 x g durante 90

minutos, el sedimento fué resuspendidoen medio E para dar una

D.O. de aproximadamente100 1.3/0.5 mí, previa centrifugación a

12.000 x g durante 1-2 minutos para eliminar los posibles

agregadosribosomales. A continuación, 20 unidades de absorción a

260 nm fueron colocadas sobre un gradiente continuo de sacarosa

20-40% preparadoen medio E. Los gradientesse centrifugaron a
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22.000 rpm durante 16 horas, en un rotor SW 27.1 a 44?. El

control de la localización de las subunidadesy ribosomasa lo largo

del gradiente, se llevó a cabo preparando extractos hepáticos con

medio 13 de alta fuerza iónica (250 mM cloruro potásico). El análisis

espectrofotométrico de los gradientes fué el mismo que el

anteriormente descrito para los perfiles de polirribosomas.

6.4.3.- Determinación de la densidad de la subunidad
ribosomal 40 S.

El análisis de la densidad de la subunidad 40 8 se efectuó

utilizando métodos que habían sido descritos anteriormente por

Hirsch y col., 1973.

Para ello se utilizaron biopsias hepáticas de ratas

alimentadas ad libitum ó de animales mantenidos en ayuno

durante 48 horas. Tras la toma de la primera biopsia, se

administró alanina intraportalmente mediante inyección lenta de

una solución de alanina 1 M en suero salino.

El aislamiento de la subunidad ribosomal 40 5 se efectuó

recogiendo la fracción correspondientede un gradiente de sacarosa

20-40% (preparado según se describe anteriormente para la

obtención de perfiles de ribosomas en tejido hepático). Para

obtener una cantidad suficiente de subunidad 40 5 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 adicionó

sobrenadantepostmitocondrial equivalente a 40 U de absorción a
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260 nm). Después de dializar durante 3 horas a 44? contra medio

A (50 mM trietanolamina pH 7.3, conteniendo cloruro magnésico5

mM y cloruro potásico 25 mM), para favorecer la eliminación de

sacarosa,la solución que contenía la subunidad 40 S se centrifugó

a 150.000 x g durante 2 h. en un rotor Ti 65. El sedimento así

obtenido fué resuspendidoen medio 13 (aproximadamente250 jil)

y se adicionó tormaldehído, neutralizado a pH 7 a 37W, para

alcanzar una concentración final del 3.3%. Las muestras así

tratadas fueron colocadas sobre un gradiente de cloruro de cesio

(p=l.35-l.65). La preparación del gradiente tuvo lugar de la

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 potásico, 0.5 mM ditiotreitol y Brij-35

(0.5 mg/mí)). De la mezcla así preparadase tomaron 7.68 ml que

se adicionaron a 3.24 ml del medio MOPS-Brij; tras reajustarel pH

se añadió formaldehído para dar una concentracióntina! del 9%.

Después de centrifugar a 45.000 rpm durante 16 h. a 44?, en un

rotor SW 50. 1. los gradientes fueron analizados mediante registro

de absorción a 254 nm y recogidas fracciones de 0.7 ml para la

determinación de su densidad.

Para determinar la densidad de las subunidadesribosomales,

trazamos una recta con los valores obtenidos del cálculo de la

densidad de las fracciones recogidas del gradiente, que se realiza

por comparacióndel peso de un volumen fijo de dichas fracciones

con el peso del mismo volumen de agua destilada. De éste modo la

extrapolaciónde los pico(s) detectadospor absorcióna 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 I)E LA FORMACION DEL COMPLEJO DE
INICIACION 40 5.

Las muestras procedían de hepatocitos aislados de animales

mantenidos en ayuno durante 48 h. El procedimiento seguido fué

el mismo que el anteriormente descrito para la obtención de

perfiles de polirribosomas ó perfiles ribosomales, habiéndose

añadido a los 15 minutos de incubación, un volumen de una

solución de alanina para dar una concentraciónfinal de 2 mM ó el

mismo volumen de solución salina (en los casos que se indican en

los resultados) y [35S]-metionína (perfiles de polirribosomas 15.3

pCi/inI, y 40 pCi/ml en los perfiles ribosomales).

Para la determinación de la formación de complejos de

iniciación 40 5, cuando se trataba de perfiles de polirribosomas,se

recogieronfracciones del gradientede sacarosade 375 pl, a las que

se añadieron 570 pl de CETAB (alcalil-bromuro de trimetilamonio)

al 0.5% (p/v) y 570 pl de acetatosódico 0.5 M, pH 5, que contenía

tRNA (0.5 mg/mí).

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 procedió a la hidrólisis del

aminoacil—tRNA con 450 pl de TCA al 10%, incubando a 904?

durante 15 minutos. Después de centrifugar a 13.000 x g se

tomaron alícuotas de 250 pl y se añadieron sobre 2 ml de líquido

de centelleo (Quickszint 1) para determinaciónde la radioactividad.
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La determinación de la formación de complejos de iniciación

40 5 sobre perfiles ribosomales se efectuó fraccionando el

gradiente de sacarosaen alícuotas de 1 ml. a las que se añadieron

2 ml de CETAB y 2 ml de acetato sódico, 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 jil de la fase soluble,

y fueron añadidos a 2.5 ml de líquido de centelleo para

determinación de la radioactividad.

6.6.- DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE [3Hj-VALJNA EN
PROTEíNAS EN SISTEMAS ACELULARES.

Se utilizaron biopsias hepáticas que fueron inmediatamente

sumergidas en un tampón mantenido a 44? que contenía: 20 mM

TRIS—CIH, pH 7.4; 0.3 M sacarosa;20 mM KCI; 3.5 mM MgCI
2; 3.5

mM CaCI2 y 0.7 mM EDTA. El medio utilizado para la

homogenización fue un volumen del mismo tampón. Los

homogenadosse centrifugaron a 15000 rpm durante 15 minutos a

4W, y el sobrenadante postmitocondrial fue inmediatamente

utilizado para la determinación de la incorporacion de [
3H]-valina

en proteínas in vitro, debido a su rápida inactivacion.

La mezcla de incubación contenía; 2 mM ATP; 0.8 mM GTP; 3

mM acetato magnésico; 150 mM KCI; 5 mM Tris&lH, pH 7.8; 0.1

mM de una mezcla de todos los aminoácidos naturales excepto

valina; [3H]-valina (500 giCi/jimol); 2 mM fosfoenolpiruvato; 20

jig/ml de piruvato quinasa; 2-2.5 mg de proteína del extracto
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postmitocondrial y concentraciones de amilorida variables,

comprendidasen el rango 0.1-1.0 mM.

Las muestras fueron incubadasa 374? y se tomaron alícuotas

de 100 pl a 0. 2, 5 y 10 minutos de iniciarse la incubación. Se

añadieron en tubos que contenían2 ml de TCA al 10%. Despuésde

calentar a 904? durante 15 minutos, las muestras fueron filtradas

a través de membranasMillipore. Los filtros se lavaron 3 veces

con 2 ¡nl de TCA al 10% y una vez con 3 ml de etanol absoluto;

posteriormentese secarony se colocaron en viales que contenían3

ml de tolueno (PPO/POPOP)como liquido de centelleo, para el

contaje de la radioactividad.

7.- METODOS ANALíTICOS.

7.1.- I)ETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES 1W ALANINA
INTRA Y EXTRACELULAR.

Las células (40-60 mg/mí) procedentesde hígados de ratas

ayunadas durante 48 h., fueron incubadas a 37W en matraces

Erlenmeyer de plástico, con una capacidad de 25 mí, y que

contenían tampón Krebs-Ringer bicarbonatadocon Ficolí 70 al 2%

y 2 mM alanina. A los tiempos de incubación que se indican en los

resultados,se tomaron alícuotas de la suspensióncelular (0.8 mí),

que fueron colocadas en tubos cónicos de centrífuga, sobre un

gradiente formado por una mezcla de aceites de silicona (Siliconas

Hispania, S.A., Fluido Si]icex 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 determinación de la concentración de alanina

en el medio extracelular, se recogieron alícuotas (0.6 mí) del

sobrenadante,a las que se añadieron 60 jil de ácido perclórico al

70% (para alcanzar una concentraciónfinal del 2%) como medida

de seguridad para eliminar posibles proteínas y restos celulares.

Después de centrifugar a 13.000 x g durante 5 minutos, el

sobrenadantefué neutralizado con una mezcla de KOH al 45% y 0.5

mM trietanolamina, hasta pH 6-7. El precipitado se retiró por

centrifugación a 13.000 x g. durante 5 minutos, y. en el

sobrenadante, fué determinada la concentración de alanina

mediante métodos enzimáticos basados en los anteriormente

descritos por Yoshida y Freese. 1970. La determinación de la

concentración de alanina intracelular, se llevó a cabo

resuspendiendolos hepatocitos en 200 ji! de ácido perclórico al

14%. previa retirada de la capa de aceite. El material insoluble fué

sedimentadopor centrifugación, y el sobrenadanteneutralizado y

centrifugado en las mismas condiciones que hemos descrito

anteriormente para cuantificar alanina en el medio extracelular. El

medio de incubación contenía también J14CJ-lnulína (50 nCi/ml),

compuesto inerte que no puede ser transportado al interior de las

células, y que fué utilizado como referencia para conocer el

volumen de medio extracelular que pasabaa través de la capa de

aceite y, como consecuencia, el porcentaje de alanina que

estábamos cuantificando, erróneamente,como intracelular. Para

ello, 10 jil de la muestra obtenida del precipitado, fueron colocados

en viales que contenían 2 ml de Quickszint 1 (como líquido de

centelleo) y la radioactividad fué medida en un contador de
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centelleo líquido LKB-Wallec. En todos los experimentosrealizados,

la cantidad de radioactividad, y como consecuencia, la

concentraciónde alanina determinadapor éste procedimiento, fué

despreciable, lo que nos conduce a pensar que el gradiente

formado con la mezcla de aceites, es el adecuado para la

separación de las células del medio extracelular en que se

encu ent r an.

El ensayo enzimático para cuantificar alanina, se basa en la

reacción:

ADH

L-alanina + NAD4 + H
20 > Piruvato + NADH + NH4 +

Donde:

ADH= L-alanina deshidrogenasa (E.C.í.4.l.l.) cataliza la

desaminaciónoxidativa de L-alanina. El aumento de absorción a

340 nm debido a la formación de NADH proporciona la medida de

la cantidad de Valanina presente. En el ensayo se utilizó un

tampón 0.1 M TRIS, 0.4 M Hidrazina, pH 9, conteniendoNAD~ (0.4

¡ng/ml). El cociente [ALANINA] intracelular/[ALANINA] extracelular fué

calculado previa conversión de los valores de alanina intracelular

en mM, corrigiendo por el volumen celular y asumiendo la relación

de 0.57 mI/g de peso húmedode células.
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7.2.- DETERMINACIONES DE GLUCOSA, LACTATO) Y PIRUVATO.

7.2.1.- Obtención de muestras. Preparación de extractos.

Las preparacionescelulares utilizadas en éstos experimentos

se obtuvieron de ratas sometidas a ayuno durante 48 h. Los

hepatocitos (40-60 mg/mí) fueron incubados en un medio

compuesto de tampón Krebs-Ringer bicarbonatado, gelatina 1.5%

(p/v> y. cuando se indica, alanina 2 mM. El FicoIl 70 es hidrolizado

a pH ácido liberando glucosa en función del tiempo y de la

temperatura, lo que impide determinar con precisión la

concentraciónde glucosa. Por tal razón, en éstos experimentos, se

utilizó gelatina en lugar de ficoil. A los tiempos de incubación

deseadosse tomaron alícuotas de 1.8 ml que se añadierona tubos

conteniendo ácido perclórico para alcanzar una concentracióndel

6%. El precipitado se eliminó por centrifugación a 13.000 x g

durante 3 minutos. El sobrenadante(1.6 mí) fué neutralizado hasta

pH 6-2, con una mezcla de KOH al 45% y 0.5 M trietanolamina.El

precipitado formado fué retirado por centrifugación a 13.000 x g

durante 3 minutos. El sobrenadanteobtenido se utilizó para la

determinación de glucosa, lactato y piruvato.

Los metabolitos fueron cuantificados mediante ensayos

espectrofotométricosen los que las reacciones se acompañan de

cambios en el estado de oxido-reducción de nucleótidos de

nicotinamida. Las determinacionesse llevaron a cabo mediante la

determinación de cambios de absorción a 340 nm, según

adaptacionestécnicas previamente descritas (Parrilla y col., 1975).
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En los experimentos de perfusión, la muestra procedía del

efluente hepático.

7.2.2.- Determinación de glucosa.

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

siguiente secuenciade reacciones:

HK

1) D-Glucosa + ATP > D-Glucosa-6-Fosfato+ ADP
G6DPH

2) D-Glucosa-6-Fosfato+ NADP > 6-Fosfogluconato+

NADPH +

Donde:

HK = Hexoquinasa(E.C.2.7.í.l.). Cataliza la fosforilación de glucosa

por ATP en presenciadc Mg++.

G-6-P-DH Glucosa-6-Fosfato-deshidrogenasa(E.C.l .1.1.49.)

cataliza la oxidación de la glucosa-6-fosfatopor NADP.

El equilibrio de la segunda reacción está fuertemente

desplazadohacia la derecha. El equilibrio de la primera reacción

también Jo está porque la glucosa-6-fosfatoes oxidada a medida

se forma, Ambas reacciones tienen lugar

estequiométricamentepor lo que la formación de NADPH, medida

por el cambio de obsorción a 340 nm, es proporcional a la cantidad

que

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

magnésico10 mM, EDTA 5 mM. ATP 0.3 mM y NADP 0.2 mM.

7.2.3.- Determinación de lactato.

El ensayo para la determinación de lactato se basa en la

siguiente reacción:

LDH
L-LACTATO + NAD~ > PIRIJVATO + NADH +

Donde:

LDH = Lactato deshidrogenasa(E.C.l.l.l.27.) cataliza la reacción

en ambos sentidos.

La determinación de lactato por éste método presenta el

inconveniente de que el equilibrio de la reacción se encuentra

desfavorablementedesplazadohacia 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 tampón

utilizado fué glicina-hidracina0.5 M, pH 9.5 con NAD~ 0.6 M.

7.2.4.- Determinación de piruvato.

El ensayo para la determinación de piruvato se basa en la

reacción:

LDH
PIRUVATO + NADl-l + H~ > L-LACTATO + NAD~
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En soluciones neutras el equilibrio de ésta reacción se

encuentra fuertemente desplazado hacia la formación de lactato.

La disminución de la concentraciónde NADH. medida por el

cambio de absorción a 350 nm es proporcional a la cantidad de

piruvato presenteen la muestra. En el ensayo se utilizó un tampón

trietanolamina 50 mM (pH 7.4), con cloruro magnésico 10 mM, y

EDIA 5 mM y NADH 0.15 mM.

7.3.- DETERMINACION DE NUCLEOTIDOS DE ADENINA Y DE
Gil A NI N A.

Células (80-100 mg/mí) de animales sometidos a ayuno de

48 Ii, fueron incubadas en un tampón Krebs-Ringer bicarbonatado

con ficolí 70 al 2%. En los casos que se indica en los resultados,las

concentracionesde inhibidor utilizadas fueron 0.2 mM amilorida,

2.5 mM ouabaína ó 40 jiM monensín. Los experimentos se

realizaron en presenciaó ausenciade 2 mM alanína.

Después de 1 hora de incubación se tomaron alícuotas de 0.8

ml a las que se añadieron 89 jil de ácido perclórico al 70%, para

alcanzar una concentraciónfinal del 7%. El precipitado se eliminó

por centrifugación a 13.000 x g durante 10 minutos. El

sobrenadante( 0.5 mí) se neutralizó con KOH al 45%, hastapH 6-7,

y el precipitado se retiró por centrifugación a 13.000 x g durante

10 minutos. El sobrenadanterecogido de ésta última centrifugación

se filtró a través de membranas Millipore (tamaño del poro

0.22jim).

Las concentraciones de nucleótidos en las muestras se

determinaron mediante cromatografía líquida de alta eficacia
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(IIPLC), con un equipo HP 1090 (Hewlett Packard), y una columna

de intercambio iónico APS-Hypersil (NH2), 5 j.im, 200 mm x 4.6

mm (Hewlett Packard).

El método seguido es una modificación del descrito por

Irvine y col. (1985). Los medios de elución utilizados son agua y

tampón de formato amónico 1 M, acidificado a pH 3.7 con ácido

ortofosfórico. Tras inyectar la muestra (25 pl) se hizo pasar agua

durante lO minutos a un flujo de 1.25 mí/mm., y posteriormente

se incrementó gradualmente la concentración de formato en el

medio de elución hasta conseguir una concentracióndel 100% de

éste tampón, a los 60 minutos de la inyección de la muestra. La

elución de los distintos nucleótidos fué detectada mediante

registro de absorción a 254 nm.

7.4.- DETERMINACION DE PROTEíNAS.

La concentración de proteínas presente en el sobrenadante

postribosomalde homogenizadoshepáticos, utilizado para medir la

formación de complejos ternarios. fué determinadapor el método

de Lowry (Lowry y col., 1951). Este método se basaen la reacción

de los enlaces peptídícos con iones Cu±+en medio alcalino, dando

un complejo de color violeta que puede ser cuantificado

espectofotométricamente,y en la reducción del reactivo Fenol-

Folin-Ciocalteus, por los residuos de tirosina y triptófano, reacción

ésta que resulta intensificada por el complejo Cu++~proteína.

La concentración de proteínas en las muestras que fueron

analizadas electroforéticamente,se realizó 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 unión provoca un cambio en la absorción máxima del

colorante de 465 nm a 595 nm, y éste incremento en la absorción

a 595 nm es el que se detecta espectrofotométricamente.

8.- ELECTROFORESIS.

8.1.- PREPARACIO)N DE LAS MUESTRAS.

Las muestras sometidas a análisis electroforético contenían

proteínas asociadas a ribosomas y fueron obtenidas tras un

proceso de purificación, a partir de preparacionesde hepatocitos

aislados ó biopsias hepáticas, procedentesde ratas alimentadas ad

libitum ó mantenidasen ayuno durante 48 horas.

En Jos casos en que se perfundió antes de la toma de

biopsias, el medio utilizado fué un tampón Krebs-Ringer

bicarbonatadopH 7.4, a 374?, durante 5 minutos, siendo éste el

vehículo empleado par suministrar alanina 2 mM. El objeto de la

perfusión fué eliminar el fluido sanguíneo y así evitar posibles

contaminacionesde nuestra preparación con proteínas plasmáticas.

El proceso seguido para obtención de las muestras es idéntico al

anteriormentedescrito para la formación de perfiles de ribosomas,

hasta la etapa de obtención del sobrenadantetratado con Tritón-X-

100 y deoxicolato sódico (DOC). El sobrenadantetratado con DOC y

Tritón-X-lO0, fué colocado sobre tubos de centrífuga que

contenían6.25 ml de sacarosa¡ M preparadaen medio B (descrito

anteriormente). Después de centrifugar a 150.000 x g durante 2
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horas a 44?, y tras aspirar el sobrenadante. el sedimento fué

resuspendido en un medio B cuya concentración de cloruro

potásico fué elevada a 250 mM. De ésta forma se crea una alta

fuerza iónica que favorece la disociación de las proteínas unidas a

subunidades ribosomales. Después de una nueva centrifugación a

150.000 x g durante 1 hora a 44?, se recogió el sobrenadantey fué

dializado contra agua destilada y desionizada durante 12 horas,

para eliminar los iones del medio en el que se encuentran las

proteínas. Las muestras fueron liofilizadas, y posteriormente

resuspendidasen una mezcla de agua y tampón para disolver las

muestras x 2 (1:1). para dar una concentración de

aproximadamente 1 mg/ml de proteína, cuantificada por el

método de Bradford (Bradford, 1976).

El estudio electroforético de las muestras se llevó a cabo

colocando 20-30 pg de proteínas, y para la calibración del gel se

utilizaron 10 pl de una mezcla de proteínas de tamaños

moleculares conocidos: anhidrasacarbónica (P.m. = 29.0). albúmina

de huevo (P.m. = 45.0). albúmina de plasma bovina (P.m. = 66.0).

fosforilasa B (subunidad. P.m. = 97.4), fi-galactosidasa(subunidad,

P.m.’= 116.0) y miosina (P.m. = 205.0).

8.2.- TEUN ¡CA ELECTROFORETICA.

La electroforesis que se utilizó en nuestros experimentos fué

la denominadaelectroforesis zonal, en la cual las partículas van a

migrar a través de un disolvente, por un soporte sólido, 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 variación de la

concentración del gel conduce a la modificación de la movilidad de

las moléculas.

Los geles de poliacrilamida se formaron mediante la

polimerización de acrilamida y N,N’-metilen-bisacrilamida, siendo

la concentraciónde acrilamida del gel del 10% (p/v). y del 2.5% el

porcentaje presente en gel de concentración. Fueron utilizados,

amonio persulfato (APS) como sustanciaque inicia la formación de

radicales libres, y N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED), como

catalizador de la propagación de dichos radicales. El tampón para

disolver las muestras (x 2) estaba compuesto de 0.15 g de Tris-

base. 0.4 g de docedil-sulfato-sódico (SDS), ¡ ml de 2-

mercaptoetanolal 98%, 2 ml de glicerol, 7 ml de agua destilada y

0.02 g de azul de bromofenol.

La disolución de las muestras en éste tampón que contiene

SDS y mercaptoetanoldesnaturalizalas proteínas. Además, el SDS

se une en cantidad constante/gramode proteína y así la mayor ó

menor movilidad de las proteínas vendrá dada por la acción del

gel como tamiz molecular, y será consecuenciadel peso molecular

de las proteínas.El tampón para la electroforesiscontenía 1.44% de

glicina (p/v), 0.3% de Tris-base (plv). y 0.1% de SDS (plv),

ajustado a pH 8.3.

La tUición de los geles se realizó en una solución de 45%

metanol (y/y), 9% de ácido acético glacial (y/y) y 0.25% de

Coomasie Brilliant Blue R (p/v). Para el proceso de destinción la

solución utilizada contenía igual composición, pero no se adicionó

el colorante.
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9.- ALJTORRADIOGRAFIA.

La obtención de la muestra tuvo lugar a partir de hepatocitos

de animales mantenidosen ayuno durante 48 horas; la incubación

se realizó en presenciade [32P] (0.5 mCi/mí) y se siguió el mismo

protocolo que el anteriormentedescrito para la electroforesis.

Una vez desteñido el gel, se deja cubierto de agua durante

aproximadamente30 minutos. Después de secado se pone en

contacto con 2 placas para autorradiografía X-ray Film Kodak, a

-709C. Las exposiciones serán de tiempos variables, en función de

la radioactividad.

Las placas de autorradiografía fueron reveladas;

posteriormentelavadas 2 minutos con agua y, por último, fijadas

durante 5 minutos con Acido Rápido Va¡ca-Fyval. diluido 1:5.

10.- TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS.

La evalución estadística de los resultados se ha realizado

mediante la determinación de las medias y las desviaciones ó

errores estandar de la media. La significación de la diferencia

entre los distintos grupos se ha obtenido mediante la aplicación del

método de la t de Student. Los cálculos fueron realizados en un

computador personal utilizando el programa Statworks. Para el

análisis densitométrico de Las bandas obtenidas por electroforesis
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y autorradiografia, se utilizó el programa de análisis de imágenes

Image 1.31, previa captación de la imagen de los geles con un

scanner ó con cámara de vídeo y sistema de digitalización de

imágenes (Quick Image 24).



RESULTADOS
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1.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE SíNTESIS DE PROTEíNAS EN
HEPATOCITOS AISLADOS.

1.1.- EFECTo DEL AYUNO Y DE LA AI)MINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE INCORPORACION DE RADIOACTIVIDAD EN
PROTEl N AS.

La actividad de síntesis de proteínas de hepatocitos

obtenidos de animales mantenidos en ayuno durante 48 horas, es

considerablementemenor que la que presentan los hepatocitos

aislados de animales alimentados ad libitum. Los resultados

mostrados en la Tabla 2 muestran cómo durante el ayuno la

actividad biosintética es aproximadamente2 veces menor que en

animales alimentadosad libitum. Estos resultados coinciden con los

anteriormente obtenidos en nuestro laboratorio en experimentos

in vivo (Pérez-Salay col., 1987). En este sentido hay que destacar

el hecho de que, en cualquiera de las situaciones nutricionales

estudiadas (Pérez-Salay col., 1987), la síntesis de proteínas en

hepatocitos aislados es notablementemenor que la que se observa

en el órgano intacto.

La Tabla 2, muestra cómo en presencia de determinados

aminoácidos individuales. alanina ó prolina, se produce una

importante estimulación de la actividad de síntesis de proteínas en

hepatocitos procedentes de animales mantenidos en ayuno. La

estimulación llega a ser del orden de 2-3 veces mayor en

presencia del aminoácido, alcanzándose,incluso, los valores de

síntesis proteica que presentan animales alimentados ad libitum;

sin embargo, la presencia de alanina no produjo efectos



TABLA 2

EFECTODEL AYUNO Y DE AMINOACIDOS SOBRESíNTESISDE
PROTEíNASEN HEPATOCITOSAISLADOS

INCORPORACION DE 131-II-VALINA

EN PROTEINAS

(CPM x mg1 x

CONTROL

-AMINOACIDOS
Error eslandar

824.48
(27.68)

AYUNO

379.77
(32.83)

+ ALANINA
Error estandar

709.77 *

(61.53)

893.13 **

(45.94)

+ PROLINA
Error estandar

841.01
(49.12>

*P<0l ** p<0.0l

Los hepatocitos obtenidos de animales alimentados ad libitum ó
mantenidos en ayuno durante 48 h., fueron incubados en KRB con
ficolí al 2% y [3H]-valina (10 MCi/mmol) y, cuando se indica, 2 mM
alanina ó 1 mM prolina. El procesamientode las muestrastuvo lugar
según se indica en Métodos. Los resultadosson la media de al menos
15 experimentos individuales por triplicado. Para el tratamiento
estadísticode los resultadosse utilizó el test de la t de Student.
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significativos sobre síntesis de proteínas en hepatocitos obtenidos

de animales alimentados.

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

La disminución en la actividad de síntesis de proteínas

hepáticas, in vivo, como consecuenciadel ayuno, tiene lugar tanto

a nivel de la etapa de iniciación como a nivel de la etapa de

crecimiento de cadenaspeptídicas (Pérez-Salay col., 1987). cuando

es valorada en el órgano intacto.

En hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno

durante 48 horas, el efecto a nivel de iniciación ofrece resultados

similares y se refleja en un aumento de la proporción de

monómeros y dimeros de ribosomas con respecto a polirribosomas,

es decir, ribosomas que están participando activamente en la

traducción y se encuentranunidos a ARNm. En las figuras 5 y 6, se

representan los perfiles polirribosomales típicos de hepatocitos

obtenidos de ratas alimentadas y de ratas mantenidas en ayuno,

respectivamente,analizadosa los O (A,D), 15 (13) y 30 (C) minutos

de incubación.

Estos cambios han sido cuantificados mediante el cálculo de

la fracción polirribosomal, que se define como el área

correspondientea polímeroslárea correspondientea monómeros +

dímeros.

Los resultados expuestos en la Tabla 3, muestran que existe

una notable diferencia entre el estado de agregación 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

GRADIENTE (mi)

Los hepatocitos se obtuvieron de animales alimentados ad Ubiíum. Después
de un período de incubación de 15 minutos se tomaron muestras (A, D), y se
adicionó alanina al medio de incubación para dar una concentración final
de 2mM (E, F). Las muestras se recogieron 15 (B, E) ó 30 minutos (e, F)
después de nuevo periodo de incubación.
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FIGURA 6

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
PERFILES POLIRRIBOSOMALES DE HEPATOCITOS
OBTENIDOSDE ANIMALES EN AYUNO.
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incubación de 2 mM (E, P). Las muesú~asse recogieron 15 (B, E) ó 30 minutos
CC. E) despuésde un nuevo período de incubacion.
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tiempos de incubación, y que es dei orden de un 45% menor

durante el ayuno. Los resultados coinciden con los obtenidos de

perfiles polirribosomalesa partir de tejido hepático intacto (Pérez-

Sala y col., 1987; Henshawy col., 1971; Harmon y col., 1984), lo

que indica que en hepatocitos aislados, al igual que ocurre en

hígado intacto, la actividad de la etapa de iniciación se encuentra

disminuida durante el ayuno.

La administración de alanina al medio de incubación de

hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno ocasiona un

destacadoaumento de la fracción polirribosomal (Fig. 6). Tras 15

minutos de incubación en presenciadel aminoácido, se produce un

incremento del 28% (Tabla 3) de la proporción de polímeros con

respecto a monómeros y dímeros (ribosomas que no participan

activamente en ¡a traducción y que no están unidos a ARN

mensajero). El menor porcentaje de estimulación (15%) despuésde

30 minutos de incubación podría ser consecuenciadel consumo de

la alanina. Durante el ayuno está estimulada la gluconeogénesis

por lo que éste aminoácido, importante sustrato gluconeogénico,

podría ser utilizado para la producción de glucosa. La

administración de alanina a hepatocitos de animales alimentados

cd Iihirum. produce un incremento mucho menor (8-10%) de la

fracción polirribosomal (Fig. 5).

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 estimulación de la etapa

de iniciación, que da lugar a un aumento en el estado de

agregación de polisomas que, como consecuenciadel ayuno, se
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encuentra disminuido. Estos resultados indican que ambos, ayuno

y aminoácidos, actuarían sobre la misma(s) etapa(s) de síntesis de

proteínas,es decir, a nivel de iniciación.

1.3.- EFECTO DE AMINOACIDOS SOBRE LA FORMACION DE
COMPLEJOS DE INICIACION 43 5 EN HEPATOCITOSAISLADOS.

El efecto del ayuno y de la administraciónde alanina sobre la

formación de complejos de iniciación 43 5, lo estudiamosmediante

la incubación de hepatocitosaislados con [355¡-metionina. La figura

7 muestra la distribución de radioactividad en los perfiles de

polirribosomas hepáticos. Se aprecia que, a los 15 minutos de

incubación (Hg. 7B), la radioactividad apareceen dos picos, uno

correspondientea la zona de monómeros y dímeros, y otro a la

zona de polirribosonmas. Cuando hay alanina en el medio de

incubación (Hg. 7C) se produce un aumento, no solamente en la

radioactividad correspondientea la zona de polirribosomas, sino

también en la zona correspondientea monómeros. En la figura 8,

se muestra la distribución de radioactividad en gradientes de

sacarosa que permiten analizar la zona de subunidades

ribosomales. Como puede verse, solamente puede detectarsela

radioactividad de Ij35Shmetionina. cuando los hepatocitos son

incubados con alanina (Hg. 8C). Estas observaciones están de

acuerdo con una acción de la alanina aumentando la formación de

complejos de iniciación 43 5.
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FIGURA 8

EFECTODEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE
ALANINA SOBRELA FORMACION DEL COMPLEJODE

INICIACION 40 5 EN HEPATOCITOSAISLADOS.

4 8 12

0~
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GRADIENTE (mt)

1-lepatocitos obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h., se
incubaron en KRB con ficolí 70 al 2%. Transcurridos 15 mm. de
preincubación, sc añadió al medio [355]—metionina(40 pCi/mí), y se
tomaron muestrasdespuésde O (panel A) ó 15 minutos (paneles B y C)
de incubación, en ausencia (panel B) ó en presencia (panel C) de
alanina 2 mM. Fracciones de] gradiente de sacarosa fueron utilizadas
para determinar la formación basal de complejos de iniciación 40 5
(~-.--), según se describe en el apartado (6.5) de Métodos.
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¡.4.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADAflNISTRACI()N DE
AMINOACIDOS SOBRE FORMACION DE COMPLEJOSTERNARIOS.

En otros sistemas derivados de células de mamíferos, se ha

descrito que la principal etapa limitante de la iniciación de síntesis

de proteínas y. por tanto, susceptible de regulación, es la etapa

catalizadapor el factor eIF-2 (Clemens y col.. 1974; Levin y col.,

1976: Gross y Mendelewski, 1977). La regulación de éste factor

incluye la fosforilacion de su subunidad a con lo que el factor no

puede ser reutilizado en nuevos ciclos de iniciación. Además, en

éste proceso interviene un nuevo factor elF-2B, que actúa

catalizando el intercambio de una molécula de GTP por el GDP

ligado al elF-2 al final de cada ciclo de iniciación.

Nos planteamos la posibilidad de que, durante el ayuno, el

proceso de iniciación estuviera limitado por la actividad del factor

eJF-2. La Tabla 4. muestra que el ayuno induce una considerable

diminución en la actividad del factor eIF—2, cuantificado en

extractos hepáticos. La disminución en la actividad de éste factor

es similar cuando se extrae con concentraciones altas ó fisiológicas

de KCI. Es decir, que el efecto del ayuno es el mismo sobre el factor

libre que sobre e] que está unido a estructurascelulares.

La Tabla 5, muestra la actividad de formación de complejos

ternarios en extractos hepáticos, determinada en ausencia de

magnesio, lo cual es una forma indirecta de cuantificar la actividad

de otro de los factores que intervienen en ésta etapa de la

iniciación, el elF-2B. En ausenciade magnesiola afinidad del factor

eIF-2 por GDP es mucho más baja que por GTP. con lo cual esta

molécula puede ser libremente intercambiada sin dependerde la



TABLA 4

EFECTODEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL FACTOR elF-2EN EXTRACTOSHEPATICOS

(KO]

(120 mM) (250 mM)

(CPM x to-3 x mg de proteina>)

CONTROL 54+9 90~21

AYUNO:

- ALANINA

+ ALANINA

23±2~ 59±13

59±13

Ñ p c 0.02; ** P<0.0l

Los extractos fueron preparados como se describe en Métodos. Diez
minutos antes de empezar el experimento se administró alanina
(1 mmol/Kg de peso corporal). Los valores son la media de los
resultadosobtenidos a partir de 5-10 extractos hepáticos diferentes +

el error estandar de la media. Para el tratamiento estadístico se
utilizó el test de la t de Student.



TABLA 5

EFECTODEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION DE ALANINA SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL FACTOReIF-2 EN AUSENCIA DE MAGNESIO

[KO]

(120 mM) (250 mM)

(CPM x ío-~ x mg proteina’)

CONTROL

AYUNO:

- ALANINA

+ ALANINA

* P < 0.05; ** P<0.0l

Los extractos fueron preparadoscomo se describe en Métodos, pero
el ensayo para la actividad del factor eJF-2 se llevó a cabo en
ausencia de magnesio. Los resultados son la media de los valores
obtenidos de 5-lo extractos hepáticos diferentes + el error estandar
de la media. Para el tratamiento estadísticose utilizó el test de la t de
Student.

44±8 45±4

29±4

23+2*

33±6

33±1**
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actuacióndel factor eIF-2B. Los resultadosobtenidos son similares

a los descritos en la Tabla 4, lo que sugiere que la actividad de

eIF-2B rio está implicada.

Estos resultados indican que existe una correlación entre la

actividad de iniciación de síntesis de proteínas durante el ayuno y

la actividad del factor elF-2. Esta última no está mediada por

cambios en la actividad del translocador de nucícótidos de

guanina, eIF-2B.

En contrastecon ésta conclusión, la estimulación de la etapa

de iniciación de la síntesis de proteínas inducida por aminoácidos

no parece estar mediada por un incremento en la actividad del

factor iniciador eW-2. Cuando se valora la actividad de dicho factor

a concentracionesfisiológicas (120 mM) y altas (250 mM) de

cloruro potásico (Tabla 4), se observa que en ninguna de las dos

circunstancias estudiadas se logra revertir la disminución de

actividad que se producepor el ayuno. Esta observación indica que

la alanina no actuaría sobre esta etapa de la iniciación y que

tampoco ejerce accionesdiferenciadassobre el eIF-2 libre ó el que

está 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, eIF-2B, ya que la valoración indirecta de

su actividad en extractos hepáticos. en ausencia de magnesio

(Tabla 5), no muestra diferencias significativas con

concentraciones fisiológicas de KCI.
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1.5.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA AI)MiINISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE FIJACION DE PROTEíNAS A
RIBOSOMAS O A SUBUNII)ADES RIBOSOMALES.

Estudios realizados en sistemas derivados de células de

mamíferos,han demostradoque la subunidad40 5 existe en forma

de distinta proporción ARN/proteína. Estas formas pueden ser

identificadas mediante centrifugación en gradientesde cloruro de

cesio. Los cambios de densidad representanpérdidas ó uniones de

proteínas no ribosomales a la subunidad 40 5. Algunas de éstas

proteínas parecen ser factores de iniciación (Smith y Henshaw.

1975). Estas observacionesplanteaban la posibilidad de que en el

tejido hepático cambios en la unión de proteínas ligadas a los

ribosomas pudieran estar relacionados con los cambios en la

actividad de iniciación de síntesis de proteínas. Para abordar ésta

posibilidad cuantificamos, por un lado la densidad de la subunidad

40 5. y. por otro lado, estudiamos cualitativa y cuantitativamente

dichas proteínas, mediante análisis electroforético de las mismas.

en las dos situaciones mencionadas, ayuno y alimentación ad

libitum.

i.5.1.- Efecto sobre la densidad de la subunidad 40 S.

Cuando se analiza la densidad de la subunidad 40 8 obtenida

de animales mantenidos en ayuno (Hg. 9B), no se observan

variaciones significativas comparándolacon la densidad de dicha

subunidad procedente de animales alimentados (Fig. 9A). La

obtención de las subunidades ribosomales analizadas

densitométricamenteen gradientes de cloruro de cesio, se realizó



FIGURA 9

ANALISIS DE LA DENSIDAD DE LA SUBUNIDAD
RIBOSOMAL [-IEPATICA40S.
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Las biopsias hepáticas procedían de animales alimentadosad libitum
(A), de animales mantenidosen ayuno durante 48 h. (B), y de animales
ayunados48 h. a los que se inyectaron intraportalmente2.5 ml/Kg de
peso corporal, de una solución 2 M alanina en suero salino, diez
minutos antes de la extracción de las biopsias (C). La fracción de
gradientes de sacarosa correspondiente a la subunidad 40 5, fué
analizada densitométricamenteutilizando un gradiente de cloruro de
cesio (p = 1.35-1.65), procesándoselas muestras como se describe en el
apartado (6.4.3) de Métodos.
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recogiendo la fracción correspondiente de ¡os gradientes de

sacarosa preparadospara perfiles ribosomales (Fig. 10), y fueron

procesadossegún se describe en Métodos.

La subunidad 40 S apareceen la fracción del gradiente de

cloruro de cesio correspondientea una densidad de 1.45 g/cm3, en

las dos situaciones experimentalesestudiadas (Fig. 9A y 9B). El

análisis de densidad de la subunidad 60 5 (Fig. II). lleva a la

conclusión de que los picos y variaciones de absorbanciaque sc

detectan a densidadescomprendidasentre 1.5-1.65 g/cm3. en los

gradientesformados para análisis de la subunidad 40 8 (Fig. 9A y

9B), son debidos a contaminaciónde la preparación con subunidad

60 5. Los resultados anteriores indican que el efecto del ayuno

sobre síntesis de proteínas, no está acompañadopor una alteración

en la densidad de la subunidadribosomal 40 S.

La densidad de la subunidad 40 S tampoco resuita

modificada por la presencia de alanina (Fig. 9C), cuando se

compara el perfil de densidad, con los perfiles que se obtienen

tanto en el ayuno (Fig. 9B) como en la correcta alimentación (Ng.

9A).

1.5.2.- Efecto sobre las proteínas ligadas a rihosomas.

El estudio electroforético de las proteínas hepáticas que se

asocian a ribosomas ó subunidades ribosomales, se efectuó en

experimentos in vivo, con material procedente de hígado

perfundido y de hepatocitos aislados, tanto de animales

mantenidosen ayuno como de animales alimentadoscid libitum. La



FIGURA 10

EFECTO DEL AYUNO SOBRE EL CONTENIDO HEPATICO
DE SUBUNIDADES RIBOSOMALES
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Las biopsias hepáticasprocedían de animales alimentados ad libUum
(B) ó animales sometidosa períodosde ayuno de 48 h. (C). En el gráfico
(A) el tratamiento de las biopsias se realizó en un medio B (descrito en
Métodos) que contenía 250 mM KCI. lo cual favoreció la disociación de
los ribosomas en subunidades,y permitió la localización de las mismas
a lo largo del gradiente de sacarosa.EL tratamiento de las biopsias en
un medio B. con una [KCI] fisiológica, permitió obtener perfiles
ribosomales íntegros (B, C). El procesamientode las muestras se
describe en el apartado(6.4.2) de Métodos.
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FIGURA II

ANALISIS DE LA DENSIDAD DE LA SUBUNIDAD

RIBOSOMAL 60 5 FIEPATICA.
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perfusión hepática, asegura que las proteínas que se detectan, no

son producto de la contaminación de la preparacióncon proteínas

plasmáticas.

La figura 12, muestra que el patrón de proteínas obtenido

tras perfundir el órgano durante 5 minutos con el tampón

fisiológico Krebs-Ringer; la figura 13, corresponde al patrón

electroforético del órgano intacto. Los resultadosnos indican, por

un lado, que el proceso de purificación utilizado es el adecuado,ya

que el patrón se conserva en las dos situacionesestudiadas.Por

otro lado es destacablela disminución en el ayuno de una de las

bandas a la que correspondeun tamaño molecular de 42 KDa. El

análisis densitométrico de las bandas (Hg. 14). muestra

igualmente., una significativa disminución en la proporción de área

correspondientea la banda de 42 KDa. en el ayuno con respectoal

control, tanto ¡ti vivo, como en el órgano perfundido.

La figura 13C, muestra los efectos de la administración de

alanina sobre las proteínasque se unen a los ribosomas hepáticos.

La administración de alanina fué intraportal utilizándose para

éstos experimentos animales mantenidos en ayuno. El mismo

estudio se realizó con hígados que habían sido perfundidos

durante cortos periodos de tiempo (Fig. 12C). siendo, en éste caso,

el medio de perfusión el vehículo utilizado para la administración

del aminoácido. Los resultados muestran que la presencia del

aminoácido produce un incremento en la cantidad de proteína de

la banda de 42 KDa, que se encuentra acusadamentedisminuida

como consecuenciadel ayuno. El patrón que se manifiesta en

presencia del aminoácido es, in vivo y en hígado perfundido, muy







FIGURA 14

ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS PROTEíNAS
ASOCiADAS A RIBOSOMAS HEPATICOS.

HíGADO PERFUNDIDOIN VIVO
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AYUNO

AYUNO + ALÁNINÁ

La densitometría obtenida a partir de las bandas de proteínas que
aparecenen las figuras 12 y 13, muestra el efecto del ayuno y de la
administración de alanina sobre las proteínas asociadasa ribosomas
hepáticos. Para el análisis densitométrico se utilizó el programa de
análisis de imágenes Image 1.31, previa captación de la imagen del
gel con un scanner y sistema de digitalización de imágenes (Quick
Image 24). Se indica (-->) la localización de la banda de proteínas
(42 KDa), que resulta alterada por el ayuno y por la administración
de alanina.
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similar al que resulta de hígados de animales alimentados. El

análisis densitométrico de las bandas confirma el incremento en el

área correspondientea la banda de 42 KDa.

Cuando el experimento se realizó con hepatocitos aislados

(Hg. 15). se pudo también observar que existe una banda

correspondientea un peso molecular de 48 KDa que aumenta en

presenciade alanina. Es de destacarque no apareceninguna banda

en la zona correspondietea 42 KDa de P.m. Sin embargo, la figura

16. muestra la autorradiografía correspondiente a las proteínas

que se asocian a ribosomas obtenidas de hepatocitos procedentes

de animales en ayuno, incubados en presencia de [32P] durante 15

miii. y, cuando se indica. 2 mM alanina. Se pueden observar tres

bandas, tina de peso molecular aproximado de 200 KDa, otra de

l)CSO molecular42 KDa, y una tercera de 25 KDa de peso molecular.

La densitometría de ésta autorradiograñaapareceen la figura 17.

Como puede apreciarse el área correspondientea la proteína de

P.m. 42 KDa es menor en presencia que en ausencia de alanina.

Esta observaciónsugiere la posibilidad de que la asociaciónde ésta

proteína a los ribosomas requiera su desfosforilación y, por tanto,

que haya una etapa reguladora mediada ó bien por una

disminución en la actividad de una proteína quinasa ó un aumento

en la actividad de una fosfatasa. Para estudiar este punto

utilizamos un inhibidor de proteínas fosfatasas,el ácido okadaico

(Cohen y col., 1990). La Tabla 6, muestra como la presenciade éste

compuesto inhibe casi totalmente la incorporación de [3H]-valina
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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 necesario para la

actividad de sintesis de proteínas hepáticas.







FIGURA 17

ANALISIS DENSITOMETRICO DE LA FOSFORILACION DE
PROTEíNAS ASOCIADAS A RIBOSOMAS HEPATICOS.
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La densitometría obtenida a partir del autorradiogramaque
apareceen la figura 16, muestra el efecto de la administración
de alanina sobre la fosforilación de proteínas asociadas a
ribosomas hepáticos. Para el análisis densitométrico se utilizó
el programa de análisis de imágenes Image 1.31, previa
captación de la imagen del gel con un scannery sistema de
digitalización de imágenes(Quick Image 24). Se indica (-->) la
localización de las bandas de proteínas que experimentan
fos fon laci ó n.



TABLA 6

EFECTO DEL ACIDO OKADAICO SOBREINCORPORACIONDE flH]-
VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS AISLADOS

INCORPORACION DE L¡3H¡-VALINA
EN PROTEíNAS

<(‘PM x mg1 x h-1)

CONTROL

Ac. Okadaico(1

- AMINOACIDOS

+ ALANINA (2 mM)

pM)

913

1078

51

69

AYUNO

+ +

387

740

33

104

Los hepatocitos obtenidos de animales alimentados ad libitum ó
mantenidosen ayuno durante 48 horas, fueron incubadosen KRB con
ficolí al 2% y [3H]-valina (10 aCi/pmol) y, cuando se indica, 2 mM
alanina y/ó 1 ~.iM ácido okadaico. El procesamientode las muestras
tuvo lugar según se indica en Métodos.
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2.- RELACION ENTRE EL EFECTO DE LOS AMINOACIDOS
REGULADORES DE SINTESIS DE PROTEíNAS Y EL
TRANSPORTE DE IONES A TRAVES DE LA MEMBRANA
PLASMATICA.

2.1.- EFECTO 1)F: ALANINA SOBRE FLUJOS IONICOS EN [lIGADOS
PERFUNDIDOS.

La alanina es cotransportadaal interior de la célula con Na~

(Edmondson y col., 1979; Kristensen y col., 1983; Vidaver y col.,

1964). Esto implica que para mantener el gradiente de Na4 a

ambos lados de la membranaplasmática se pongan en marcha los

mecanismosnecesarios (¡a bomba Na±/K+, la bomba Na#/H+ ó

ambas). Esto dé lugar a cambios en otros parámetros celulares,

tales como pH intracelular, contenido de agua (Scharschmidty Van

Dyke, 1983), creación de canales de K~ (Bear y Petersen, 1987;

Sheppard y col., 1988), etc., algunos de los cuales podría ser

necesario para la activación de síntesis de proteínas. Para estudiar

la respuesta iónica del tejido hepático a la entrada de alanina,

hemos utilizado un sistema de perfusión hepática, desarrollado en

nuestro laboratorio (Urcelay y col.. 1989), que permite registrar

simultáneamentelos cambios en PO2~ pH. pK+ y pCa2~, en el

efluente hepático. La figura 18, muestra el efecto de alanina sobre

éstos parámetros.Como puede verse la administración de alanina

da lugar a un cambio en el consumo de oxígeno (panel superior

izquierdo) que va acompañadode una entrada de K+ al interior del

tejido, reflejada por su disminución en el efluente hepático (panel

superior derecho). Simultáneamente,se observa una disminución

rápida y transitoria del pH en el efluente seguida de una situación

estacionariaen la que el pH se mantienepor encima de los niveles



FIGURA 18
EFECTODE ALANINA SOBRECONSUMODE

OXIGENO,pH, [Kl] Y [Ca2~]EN EL EFLUENTE
HEPATICO DE ANIMALES EN AYUNO.
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basales (panel inferior izquierdo). No se observaron alteraciones

significativas en [Ca2~] en el efluente (panel inferior derecho).

Estos resultados indican que el hecho más significativo inducido

por la administración de alanina es el influjo de K+. Por tanto,

pareceque la activación de la bomba Na+/K+ es el mecanismomás

importante implicado en el mantenimiento de concentraciones

intracelulares fisiológicas de Na~.

Para valorar la importancia de éstos flujos iónicos en el

mecanismo de acción de la alanina sobre síntesis de proteínas

estudiamos el efecto de inhibidores de las bombas Na±/K+

(ouabaina (Lubin, 1967)) y Na4/Ht (amilorida (Salako y Smith,

1970; Cuthbert y Shum, 1976). El estudio del efecto de éstos

inhibidores se acompañó de un estudio paralelo de su efecto sobre

concentracionesde iones en el efluente de hígados perfundidos.

2.2.- EFECTOS DL AMILORI1)A Y 1W OUABAINA SOBRE FLUJOS
IONICOS Y MARCAJE DE PRO’UEINAS CON I3U1-VALINA

2.2.1.- Efecto de amilorida.

La figura 19. muestra el efecto de amilorida en hígados

aislados y perfundidos, sobre la concentración de iones en el

efluente. La administración de amilorida a hígados perfundidos

con alanina no produce alteraciones significativas en el consumo

de oxígeno (panel superior izquierdo), ni en las concentracionesde

K± (panel superior derecho) ó de Ca2~ (panel inferior derecho). El

pH (panel inferior izquierdo) del efluente disminuyó en presencia



FIGURA 19
EFECTOSDE LA ADMINISTRACION DE AMILORIDA
SOBRECONSUMO OEOXIGENO. pl-I, [Ca2] Y [K4] EN

EL EFLUENTE HEPATICO.
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de amilorida, en proporción similar a lo que habla aumentado tras

la administración de alanina (Fig. 18).

El efecto de amilorida sobre la incorporación de

radioactividad en proteínas 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 aminoácidosen el

medio de incubación (alanina panel izquierdo, prolina panel

derecho). estimuló la síntesis de proteínas del orden de tres veces.

La utilización de concentracionesde amilorida del 0.2-0.25 mM,

suprimió dicho efecto estimulador(Fig. 20). El efecto de amilorida

fué del 60% en ausenciade aminoácidosy del 75% en su presencia.

Cuando se utilizaron concentracionesde amilorida por encima de

0.25 mM. el porcentaje de inhibición fué similar en ausenciay en

presenciadel aminoácido, hasta alcanzarsela total inhibición de la

actividad de síntesis de proteínas a concentracionesdel orden de 1

mM (Fig. 21, panel superior). La figura 21 (panel inferior) muestra

que la amilorida fue capaz de inhibir síntesis de proteínas en

sistemas acelulares. El hecho de que en éstas condiciones la

concentración de amilorida necesaria para la máxima inhibición

sea menor que en células intactas, sugiere que en éstas últimas

existe alguna restricción 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 concentracionescrecientes de

alanina ó de prolina (2-50 mM), la inhibición del marcaje de

proteínas no se revierte.



FIGURA 20

EFECTO DE AMILORIDA SOBRELA INCORPORACJON
DE [3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE FIEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES MANTENIDOS EN AYUNO
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[AN4ILORIDAI (mM)

Los hepatocitos, obtenidos de animales mantenidos en ayuno
durante 48h., fueron incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí al
2% (p/v) y L-[31-I]-valina (IOpCi/~mol), en ausencia (—[-) y en
presencia (—-—) de 2 mM alanina ó 1 mM prolina y de las
concentracionesindicadas de amilorida. Los símbolos representan
el valor medio de al menos 5 experimentos individuales por
triplicado, y las barras verticales el error estandarde la media.
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FIGURA 21
EFECTODE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION DE
VALINA EN PROTEÍNAS 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 Oil h~U~() durante 48h., fueron

incubados durante 1 h. en KRE con ficoil al 2% (¡Vv) y L-13H1-valina (lOpCi4tmol), en

presenciade aíndorída a las concentracionesque se indican y en ausencia (—O—) ó en
presencia ½ ) de 2 mM alanina. Los resultadosmostrados en ci panel superior son la
inedia de al menos 5 experimentos individuales por triplicado y las bagas verticales
el error estandarde ía inedia. La diferencia entre la inedia de los valores obtenidos
con 0 6 0.25 mM nínilorida resulté ser estadisticamnentesignificativa (test pareadode
la t (le Student, 1> < 0.05) en todas las situaciones experimentalesestudiadas.El panel

inferior mnestra eí efecto de amilorida sobre la incorporación de 13H]-valina en
sistemas acelularesde hígado. El experimento se realizó cuino se describe en Métodos.
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FIGURA 22

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA CINETICA DE
INCORPORACION DE I3HVVALINA EN PROTEíNAS,
ESTIMULADA POR ALANINA Y PORPROLINA.
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Los hepatocitos, procedentes de ratas mantenidas en ayuno
durante48., fueron incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí al 2% y
L-113H]-valina (10 pCi/pmol), en ausencia (—m—-) ó presencia (—.—) de

0.2 mM amilorida, y de las concentracionesindicadas de alanina ó

de prolina. Los símbolos 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 ausenciay en presencia de 0.2 mM amilorida fueron
estadísticamentesignificativas cuando se utilizaron concentraciones
de alanina ó prolina comprendidasentre 1 y 50 mM (test pareado
de la t de Student,P < 0.05).
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FIGURA 23

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD
LIBITUM.
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Los hepatocitos. procedentes de ratas alimentadas cid libitum,
fueron incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí al 2% (p/v) y L-
[31-fl-valina (lOkCi/pmol). La incubación se realizó en presencia
(—o--) ó 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 verticales el error estandar de la media. La diferencia
entre la media de los valores obtenidos a O y 0.25 mM amilorida
resultó estadísticamentesignificativa en ausencia de alanina (test
pareadode la t de Student, P c 0.001).
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Cuando los hepatocitos procedían de animales alimentados

cid hbitum, la presencia de aminoácidos no tuvo efecto sobre el

marcaje radioactivo de proteínas (Ng. 23). La presencia de

amilorida en el medio de incubación ocasionó una inhibición (65%)

similar a la obtenida con hepatocitos de animales mantenidos en

ayuno.

2.2,2.- Efecto de ouabaína.

La figura 24, muestra el efecto de ouabaínasobre consumo

de oxigeno, [Kfl. pH y [Ca~) en el efluente de hígados aislados y

perfundidos con 2 mM alanina. La presencia de ouabaína indujo

una disminución del consumo de oxígeno (panel superior

izquierdo), un aumento de la [K+] (panel superior derecho) y del

pH (panel inferior izquierdo), en el efluente hepático. No se

observaroncambios en la [Ca2±1 (panel inferior derecho).

Las figuras 25 y 26, muestranel efecto de ouabaínasobre la

actividad de síntesis de proteínas en hepatocitos aislados. Cuando

las preparaciones procedían de hepatocitos aislados a partir de

animales mantenidos en ayuno (Fig. 25) la inhibición de la

incorporación de marcaje radioactivo a proteínas, fué

significativamente más alta en presencia (75%), que en ausencia

(35%) de aminoácidos,alcanzándoseel máximo efecto represor de

la estimulación proteica a concentracionesde ouabaína cercanas a

2mM.



FIGuRA 24
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OIJABAINA
SOBRECONSUMO DE 02, pH, [K~J Y [Ca2~JEN EL
EFLUENTEHEPATICODE ANIMALES EN AYUNO.

2 mM ALANINA

0.2 mM OUABAINA

* 4<
2

E

<1

0.0

-0.2

-0.4

-0.6

-0.8

0.2 mM QUABAINA

+ t

0.1

E

0o

-1

0.0

-0.1

-0.2
30 40 50 60 30

TIEMPO (mm)

#?‘v~Avsv~

40 50 60

Higados aislados de ratas mantenidasen ayuno durante 48 h., fueron
perfundidos como se describe en Métodos y con las mismas

400

00
22
Dlii

00
ow
<o

1

c5
o-
o.,
o
o
Cc
a

300

200

100

o

0.0 10

0.0001

o.
<1

-0.0 10

-0.020

característicasdescritas en la Ng. 19.



FIGURA 25

EFECTO DE OUABAINA SOBRE INCORPORACION DE
[3H]-VALLNA EN PROTEINAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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El experimento se realizó con bepatocitos aislados dc animales mantenidos en
ayuno durante 48 b., en las condiciones descritas en la figura 20. El medio de
incubación fué suplementado con diferentes concentraciones de nuabaina y
en ausencia(~ u.i) ó en presencia (——) de 2 mM alanina ó i mM prolina. Los
símbolos representan el valor medio de al menos 3 experimentos individuales
por triplicado? Los valores obtenidos en presencia de 2.5 mM ouabaína son el
resultado de 9 experimentos por triplicado. Las barras verticales representan
el error estandar de la media. En presencia de aminoácidos, las diferencias
entre los valores obtenidos en presencia y en ausencia de cualquier
concentración de ouabaína fueron estadísticamente significativas (test
pareado de la 1 de Student, P 0.01). En presenciade aminoácidosno se
encontraron diferencias significativas (P > 0.1).
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FIGURA 26

EFECTO DE OUABAINA SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD
LIBJTUM.
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Los hepatocitos fueron obtenidos de ratas alimentadas ad libitum;
la incubación se realizó en KRB con ficolí al 2% y L-[3H]-valina
(l0gtCi/~mol). en un medio que contenía diferentes
concentraciones de ouabaínay, en ausencia(—o—) ó en presencia
(—•---) de 2 mM alanina. Los símbolos representanel 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 O y las diferentes concentracionesde ouabaína fue
estadisticamente significativa, en todas las situaciones
experimentales estudiadas (test pareadode la t de Student,
P c 0.001).
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Los resultados obtenidos con hepatocitos aislados de

animales alimentadosad libitum indican que la inhibición de la

ouabaínano dependede la presenciade alanina (Fig. 26).

2.2.3.- Efectos de la administración de amilorida ó
de onabaina sobre la actividad metabólica de
animales mantenidos en ayuno.

EJ efecto inhibidor de las bombas Na~/K~ y NatfH~ sobre la

actividad de síntesis de proteínas podría ser secundario a una

inhibición del metabolismo, que diera lugar a una disminución en

el estado energético celular. De hecho, la administración de

ouabaína (Fig. 24) dió lugar a una disminución del consumo de

oxígeno.

Esta posibilidad fue considerada estudiando los efectos de

amilorida y de ouabaina sobre el metabolismo celular en ausencia

ó en presenciade 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 incubación con amilorida 0.2

mM. no ocasiona alteraciones significativas en ninguna de las

circunstancias estudiadas, ausencia ó presencia de alanina, sobre

producción de glucosa, lactato ó piruvato.

La figura 28 indica que la ouabaína(2.5 mM) no produce

alteraciones del metabolismobasal de los hepatocitos,sin embargo

en presenciade alanina en el medio de incubación, se produce una

inhibición de la producción de glucosa a partir de los 30 minutos

de incubación. También se produce una disminución de la



FIGURA 27
EFECTODE AMILORIDA SOBREPRODUCCIONESDE GLUCOSA,

LACTATO Y PIRUVATOEN HEPATOCITOSAISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas mantenidas en ayuno durante 48
b., fueron incubados en KRE con gelatina al ¡.5% en ausencia (--LI—-) ó
presencia( —) de 0.2 mM arnilorida y, cuando se indica 2 mM alanina. El
periodo de incubación fue de lh., tomándose muestras a los tiempos indicados.
Los símbolos representan el valor medio de 4 experimentos, y las barras
verticales el error estandar de la media. Las diferencias entre los valores en
presencia y ausencia de amilorida fueron no significativas estadísticamente,
en ninguna de las situaciones experimentales estudiadas (test pareado de la
de Student, P > Oil.
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FIGURA 28
EFECTODE OUABAINA SOBREPRODUCCIONESDE GLUCOSA,

LACTATO Y PIRUVATO EN HEPATOCITOSAISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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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 estadisticamentesignificativas a los 30
y 60 mm. con alanina en el medio de incubación (test pareado de la t de
Student, P < 0.05).
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producción de lactato y piruvato. Las Tablas 7 y 8. muestran el

efecto de los inhibidores sobre el contenido en nucicótidos de

adenina y de guanina de hepatocitos procedentes de animales

mantenidosen ayuno, en ausencia (Tabla 7) y en presencia (Tabla

8) de alanina. La amilorida no altera e] contenido en nucleótidos de

adenina ó de guanina, ni en ausencia ni en presencia del

aminoácido, descartándosela posibilidad de que su efecto

inhibidor sobre síntesis de proteínas sea consecuencia de una

disminución en el estado energéticocelular. La oubaína, a pesar de

que altera las produccionesde glucosa, de lactato y de piruvato, no

produjo cambios significativos en los cocientes ATP/ADP ó

GTPIGDP. en ninguna de las situacionesexperimentalesestudiadas.

Esto hace pensarque las alteracionesinducidas por ouabaínasobre

gluconeogénesisó sobre síntesis de proteínas, tampoco están

mediadas por cambios en el estado energético de los hepatocitos.

2.2.4.- Efectos de amilorida y de ouabaína sobre
distrihución intralextracelular de alanina.

Algunos de los efectos metabólicos anteriormente descritos,

podrían ser debidos a alteracionesdel metabolismo de alanina. La

presencia de los inhibidores (amilorida u ouabaína) podrían estar

perturbando determinados sistemas de transporte, dificultando el

transporte de los aminoácidos ó impidiendo su metabolismo. Para

estudiar ésta posibilidad cuantificamos la concentraciónde alanina

en los compartimentosextra 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

AMI LORIDA

(i.í iuoles/g de peso húmedo)

OUABAINA

ATP

ADP

ATP/A DP

GTP

GDP

GTPIGDP

¡.68+0.12

l.1l~0.2

¡.83+0.27

0.47+0.09

0.28+007

2. 33+0.26

1.66+0. 16

0.95 yO .22

2. 13+0.25

0.47+0.11

0.29+ 0.08

2.05rO.42

1. 32+0.O6~

0.890.2

1.68±0.35

0.5l~0.09

0. 36+0.04

1.44-~-0 17

~p .< 0.01

Los hepatocitos obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h., fueron incubadosen KRB con ficolí al 2% durante 1 h., según se
describe en Métodos. Las concentracionesde inhibidores utilizadas
fueron: amilorida 0.2 mM y ouabaína2.5 mM. Los valores son la
media de 4 experimentos + el error estandarde la media. Para el
tratamiento estadisticode los resultadosse utilizó el test de la t de
Student.

CONTROL



TABLA 8

EFECTO DE ALANINA SOBRECONTENIDO DE NUCLEOTIDOS DE
ADENINA Y DE GUANINA EN HEPATOCITOSAISLADOS DE ANIMALES

MANTENIDOS EN AYUNO

CONTROL

ATP

ADP

ATP/ADP

GTP

GDP

1.90+0. 15

[.28±0.36

2.02 ±0.25

0.52±0.12

0. 29+0.09

AMILO RlDA
(ltmOles/g de peso húmedo)

1.90+0. 14

l.0l~0.25

2.32-~038

0.50 ±0.08

0.23+0.07

OUABAINA

1.65+0.26

0.95+0.36

2.021.0.44

0.55±006

0.32~0.l

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 incubación tuvo lugar en presencia de 2 mM
alanina; las concentracionesde inhibidores utilizadas fueron: 0.2 mM
amilorida y 2.5 mM ouabaína. Los valores son la media de 4
experimentos + el error estandar de la media. Para el tratamiento
estadísticode los resultadosse utilizó el test de la t de Student.
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Para estudiar los efectos de amilorida y de ouabaínasobre la

utilización de alanina, empleamos concentracionesdel aminoácido

del orden de 2 mM. Como puede observarseen las figuras 29 y 30,

la presencia de amilorida (Fig. 29) no altera la tasa de utilización

de alanina por hepatocitos aislados de animales ayunados. Sin

embargo en presencia de ouabaína (Fig. 30) se observa una

disminución en la desaparición del aminoácido del medio

extracelular. que resulta significativa (P < 0.005), a los 30 y 60

minutos de incubación.

Las figuras 3 1 y 32, muestran los resultados de las

determinacionesde alanina intracelular. Puede observarsecomo la

presencia de amilorida (Hg. 3.1) no altera los niveles intracelulares

del aminoácido. A una etapa de rápida captación del aminoácido

(3-4 minutos). le sucede otra etapa de progresiva disminución de

la concentracióndel mismo; ésta cinética es independientede la

presenciaó no de amilorida en el medio de incubación.

Cuando el inhibidor empleado es ouabaína (PÁg. 32), destaca

la concentración intracelular de alanina a los 4 minutos de

incubación, que es menor que en el control. Por otro lado (PÁg. 30),

también se observa un decrecimiento menor en su concentración

intracelular, que quizás ref]eje una disminución en su

metabolismo. Esta interpretación es acorde con el efecto de

ouabaína disminuyendo las producciones de glucosa, lactato y

piruvato (Ng. 28).

Las figuras 33 y 34, muestran los valores del cociente

[ALANINA]in.tracelular/[ALANINA]extraceíular en las distintas

situaciones experimentales estudiadas. El análisis de éstos



FIGURA 29

EFECTO DE AMILORIDA SOBRE CAPTACION DE
ALANINA POR HEPATOCITOS AISLADOS
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Los hepatocitos, obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h., fueron incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí al 2%, y en
presenciade 2 mM alanina y, cuando se indica, 0.2 mM amilorida.
Las muestras fueron procesadassegún se describe en Métodos. Los
puntos representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las
barras verticales el error estandarde la ínedia. La diferencia entre
los valores obtenidos en presencia y en ausenciade amilorida fue
en todos los casos no significativa (test pareado de la t de Student,
P> 0.1).
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FIGURA 30

EFECTO DE OUABAINA SOBRECAPTACION DE
ALANINA PORHEPATOCITOSAISLADOS
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Los hepatocitos procedentesde ratas mantenidasen ayuno durante
48 h., fueron incubados en KRB con ficolí al 2%, en presenciade 2
mM alanina y, cuando se indica, 2.5 mM ouabaína.El periodo de
incubación fue de 1 h., tomándose muestras a los tiempos
indicados, que fueron procesadas según se describe en Métodos.
Los puntos representanel valor medio de 4-6 experimentos,y las
barras verticales el error estandarde la media. La diferencia entre
los valores obtenidos en presencia y en ausencia de ouabaína
resu]tó estadísticamentesignificativa a los 30 y 60 miii. de
incubación (tesí pareadode la t de Student, P c 0.005).
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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 ficolí al 2%. El medio de
incubación fué suplementadocon 2 mM alanina y, cuando se indica,
0.2 mM amilorida. Las muestras, recogidasa los tiempos indicados,
se procesaron según se describe en Métodos. Los puntos
representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las barras
verticales el error estandarde la inedia. Las diferencias entre los
valores obtenidos en presencia y en ausenciade 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 b.. en las condiciones
descritas en la fig. 30. El medio fué suplementado con 2 mM
alanina y, cuando se indica. 2.5 mM ouabaína. 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 a los 30 y 60 mm. de incubación fué
estadísticamentesignificativa (test pareado de la t de Student, P
0.1).
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FIGURA 33

EFECTO DE AMILORIDA SOBREEL COCIENTE
[ALANINA] intraeeluíar/[ALANINA]extraceluLar

EN HEPATOCITOS AISLADOS.

3.0

2.0

1.0

0.2

4

4

4

0.0

TIEMPo (mm)

Los hepatocitos, obtenidos a partir de ratas mantenidasen ayuno
durante 48 h., fueron incubados en presencia de 2 mM alanina y,
cuando se indica, 0.2 mM amilorida. El cociente [alanína
intracelular] 1 Ilalanina extracelular] se calculó corrigiendo los
valores de alanina intracelular a mM. asumiendo un volumen
celular de 0.57 ml/g de peso húmedo. Los puntos representanel
valor medio de 4-6 experimentos, y las barras verticales el error
estandarde la media. Las diferencias entre los valores obtenidos en
presencia y en ausencia de amilorida no son significativos (test
pareadode la t de Student,P > 0.1).
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FIGURA 34

EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL COCIENTE
[ALA NIN A] intraeelular/[ALAN INAjextracelular

EN HEPATOCITOS AISLADOS.
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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 incubación contenía 2
mM alanina y, cuando se indica, 2.5 mM ouabaina. Los puntos
representan el valor medio de 4-6 experimentos, y las barras
verticales el error estandarde la media. Las diferencias entre los
valores obtenidos en presencia y en ausencia de ouabaína fueron
significativas a los 60 mm. de incubación (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 distribución de la alanina; sin embargo la

ouabaína (Fig 34) produce acúmulo intracelular del aminoácido

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

2.3.- EFECTO I)E LONOFOROS I)E Na~ Y H~ SOBRE EL MARCAJE DE
PROTEINAS.

Los resultados anteriores indican que tanto la inhibición de

la bomba Na+/H+ como de la bomba Na±/K#. producen una

inhibición de síntesis de proteinas incluso en ausencia de

aminoácidos.Este efecto puede ser debido a un acúmulo de uno de

los iones ó a su posible defecto. Para intentar discriminar entre

estas posibilidades, estudiamosel efecto de la perturbación de los

gradientes iónicos sobre el marcaje de proteínas y sobre otras

rutas metabólicas. Para ello, utilizarnos monensín <¡onóforo de H+

(Pressman.1976)) y gramicidina D (ionóforo de Na~ (Burgi y col.,

1966)).

2.3.1.- Efecto de menensin.

La figura 35. muestra el efecto de ¡nonensín sobre la

incorporación de L-[3H]-valina en proteínas en hepatocitos aislados

de animales mantenidos en ayuno. Los resultados indican que el

efecto de monensín, no parece ser exclusivo y específico de la

síntesis estimulada por aminoácidos. En ambas condiciones

experimentales, ausencia ó presencia de alanina ó de prolina,

concentracionesde monensin por encima de 20 pM, producen



FIGURA 35

EFECTO DE MONENSIN SOBRE LA INCORPORACION
DE [3HjI<-VALINA EN PROTEíNAS 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 añadió al medio de incubación monensín y, cuando se indica, 2 mM
alanina 6 1 mM prolina. Los símbolos del gráfico situado a la derecha
representan el valor medio de al menos 4 experimentos individuales y los de
la izquierda el valor medio de al menos 8 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
monensín por encima de 8 pM fueron estadísticamente significativas (test
pareado de la t de Student, P < 0.05), tanto en presencia como en ausenciade
alanina ó prolina.
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máxima inhibición de síntesis de proteínas, que porcentualmente

representaun 60%. El efecto que éste compuesto provoca sobre la

biosíntesis proteica de hepatocitos de animales alimentados, queda

reflejado en la figura 36. En éstas condiciones, la inhibición es

mucho menor (25%) que la que se obtiene en hepatocitosde ratas

mantenidas en ayuno.

La figura 37 muestra que 40 pM monensín produce una

inhibición del 50% en la producción de glucosa. En todas las

situaciones experimentales estudiadas, el monensin induce la

acumulación de lactato y piruvato a lo largo de la incubación. La

concentración de lactato en presencia de monensín llega a ser

incluso doble que en el control.

El efecto de monensín sobre el contenido en nucleótidos de

adenina y guanina se muestra en la Tabla 9. En dicha tabla se

aprecia que el monensin indujo una disminución estadísticamente

significativa del contenido de ATP, en hepatocitos de animales

mantenidos en ayuno, tanto en ausencia como en presencia de

alanina.

Es interesante señalar que el efecto de monensín inhibiendo

gluconeogénesisy disminuyendo el contenido de ATP, no va

acompañado de una disminución del transporte de alanina. La

figura 38 muestra como el monensín no altera la desapariciónde

alanina del medio extracelular, produciéndose un acúmulo

intracelular del aminoácido (Hg. 39). La figura 40 muestra cómo el

cociente [ALANINA]intracelular/[ALANINA]extracelular se

incrementa al doble en presencia de monensín.



FIGtJRA 36

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

LIB!TUM.
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Los hepatocitos, procedentes de ratas alimentadas ad Uhitum,
fueron incubados en KRB con ficolí al 2% y L-[3H]—valina
(lOpCi/pmol). La incubación se realizó en presencia de diferentes
concentracionesde monensín y en ausencia(—o—) ó en presencia
(—--) de 2 mM alanina. Los símbolos representanel valor medio de
al menos 3 experimentos individuales por triplicado, y las barras
verticales el error estandarde la media. La diferencia entre los
valores obtenidos con O y 40 pM monensínen ausenciade alanina,
fué estadísticamentesignificativa (test pareado de la t de Student,
P c 0.05).
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FIGURA 37
EFECTODE MONENSIN SOBRE PRODUCCIONESDE GLUCOSA,

LACTATO Y PIRUVATO EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
ANIMALES EN AYUNO.
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presenciade alanina a los 30 y 60 mm. de incubación (tesÉ pareado de la t de Student,
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TABLA 9

EFECTO DE MONENSIN SOBRE EL CONTENIDO EN NUCLEOTIDOS DE
ADENINA Y DE GUANINA EN 1-JEPATOCITOSAISLADOS

(prnoles/g de peso húmedo)

CONTROL MONENSIN

(Alanina 2 mM)

1.68±0.12 1.90±0.15 1.33+0.15*

1.11±0.2

1 .45±0.22~

1.28+0.36 1.18±0.34 0.94+0.25

ATP/ADP

GTP

GDP

1.83+0.27 2.02±0.25 1.33+0.21 1.70±0.24

0.47±0.09 0.52+0.12 0.49+0.13 0.44+0.1

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 < 0.05: ** P < 0.01

Los hepatocitos, obtenidos de ratas mantenidas en ayuno durante 48
h., fueron incubados en KRB con ficoil al 2% durante Ih., según se
describe en Métodos. Los experimentos se realizaron en ausenciaó
en presencia de 2 mM alanina. La concentración de monensín
utilizada fué 40 pM. Los valores son la media de 4 experimentos + el
error estandarde la media. Para el tratamiento estadistico de los

ATP

ADP

+ +

resultadosse utilizó el test de la t de Student.



FIGURA 38

EFECTO DE MONENSIN SOBRECAP’TACION 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 ficolí al
2%. en presencia de 2 mM alanina y. cuando se indica, 40 pM
monensín. A los tiempos indicados se tomaron muestrasque fueron
procesadassegún se describe en Métodos. Los puntos representan
el valor medio de 4-6 experimentos,y las barras verticales el error
estandarde la media. La diferencia entre los valores obtenidos en
presencia y en ausencia de monensín no es significativa (test
pareadode la t de Student, P > 0.1).
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FIGURA 39

EFECTO DE MONENSIN SOBRE EL CONTENIDO
INTRACELULAR DE ALANINA EN HEPATOCITOS
AISLADOS.
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Hepatocitos aislados de ratas mantenidas en ayuno durante 48 h.,
fueron incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí al 2% . El medio de
incubación contenía 2 mM alanina y, cuando se indica, 40 pM
monensín. A los tiempos señalados se tomaron muestras que se
procesaron según se describe en Métodos. Los puntos representan
el valor medio de 4-6 experimentos,y las barras verticales el error
estandarde la medía. Las diferencias entre los valores obtenidos en
presencia y en ausencia de monensin fueron estadísticamente
significativas a los 30 y 60 mm. de incubación (test pareadode la t
de Student. P < 0.01’>.

CON’I’ROL4

Q
4

7

a--

7
7
4

Nl ONLNS!N

60o 30 60 o 30



FIGURA 4<)

EFECTODE MONENSINSOBREELCOCIENTE
[ALANINA] intracelular/[ALANINA]extrace¡ular

EN HEPATOCITOS AISLADOS.
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Los hepatocitos, obtenidos de animales mantenidos en ayuno
durante 48 W, se incubaron en las mismas condiciones descritas en
la fig. 38; el medio de incubación contenía 2 mM alanina y, cuando
se indica, 40 gM monensín. Los puntos representanel valor medio
de 4-6 experimentos,y las barras verticales el error estandarde la
media. La diferencia entre los valores obtenidos en presenciay en
ausencia de monensín fue estadísticamentesignificativa a los 30 y
60 mm. de incubación (test nareado de la t de Student.P <0.05’>.

CoNTROL MONENSIN



151

2.3.2.- Efecto de gramicidina D.

La figura 41, muestra el efecto de gramidicina D (ionóforo de

Na+) sobre la actividad de síntesis de proteínas en hepatocitos de

animales mantenidos en ayuno. La presencia de 50 ig/ml de

gramicidina D en el medio de incubación (Hg. 41), produce

inhibición del 76% de la tasa de incorporación de [3H]-valina en

proteínas, siendo su efecto independientede la presencia ó no de

aminoácidosen el medio de incubación.

La figura 42, muestra el efecto de éstos inhibidores sobre la

síntesis de proteínas en preparacionesde hepatocitos procedentes

de animales alimentadosad libitum. Se observa que la inhibición

es mucho menor (24%) que la observada en células de animales

sometidos a ayuno. El efecto también es independiente de la

presencia ó no de alanina. El análisis estadístico de los resultados

¡nuestra que las diferencias entre los valores obtenidos en

ausencia y en presencia de gramicidina D son estadísticamente

significativas, (P < 0.05), cuando las células se incuban en ausencia

de alanina.

2.4.- EFECTO I)E QUININA SOBRE LA INCORPORACION I)E [~11j-
VALLNA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS AISLADOS Y FLUJOS
TONICOS EN ¡lIGADO PERFUNDIDO.

El hecho de que la inhibición de la bomba Na4/K~ por

ouabaínaproduzca una inhibición selectiva de la estimulación de

síntesis de proteínas por aminoácidos, sugiere la implicación del

flujo de K+ en la acción de los aminoácidos.Se ha descrito que en

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



FIGURA 41

EFECTO DE GRAMICIDINA D SOBRE LA
INCORPORACION DE [3H]-VALINA EN PROTEíNAS
DE HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES EN
AYUNO.
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El experimento fué realizado como se describe en la figura 20, utilizando
hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno durante 48 h., la
incubación se realizó en presencia de diferentes concentraciones de
gramicidina O, y en ausencia(—u—) ó en presencia(—.—) de 2 mM alanina ó

1 mM prolina. Los símbolos son la media de al menos 3 experimentos
individuales por triplicado, y las barras verticales el error estandar de la
media. Cuando se utilizaron concentracionesde gramicidina O por encima
de 25~gIml, en presencia de alanina ó prolina, las diferencias con los
valores obtenidos en ausencia del inhibidor fueron estadísticamente
significativas (test pareadode la t de Student, 1’ c 0.05).
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FIGURA 42

EFECTO DE GRAMICIDINA D SOBRE LA
INCORPORACIONDE [3H]-VALINA EN PROTEINAS
DE HEPATOCITOS AISLADOS DE ANIMALES
ALIMENTADOS AD LIBITUM.
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Los hepatocitos, obtenidos de ratas alimentadas ad libitum. fueron
incubadosdurante 1 h. en KRB con ficolí a] 2% y L-[3H]-valina (10
pCi/Mrnol) en presencia de diferentes concentraciones de
gramicidina D y en ausencia (—o—) ó en presencia (——) 2 mM
alanina. Los símbolos representan el valor medio de 3-6
experimentos individuales por triplicado, y las barras verticales el
error estandar de la media. La diferencia entre los valores
obtenidos en ausencia y presencia de gramicidina D fué
estadisticamentesignificativa en ausenciade alanina (test pareado
de la t de Student,P < 0.05).
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y col., 1988), la alanína puede abrir canales de K+, activados por

Ca2~ (Bear y Petersen, 1987). Este tipo de canales es inhibido por

quinina según se ha demostradoen hepatocitos de cobaya (Burgess

y col., 1981; Cook y Haylctt, 1985) y en otros tipos celulares

(Hardy. y col.. 1975; Burgess y col., 1981). En hepatocitos de rata

no se ha podido demostrarla dependenciade Ca2~ de los canales

de K~ (Burgess y col., 1981; Kristenseny Folke, 1984), pero si se ha

visto que la alanina induce canales de K+ sensibles a quinina

(Kristensen y Folke, 1984). En base a ésta observaciónestudiamos

el efecto de quinina en la acción de la alanina sobre síntesis de

proteínasy sobre la salida de K+.

La figura 43 muestra cómo la presencia de quinina

(Woodward, 1944; Hahn, 1979) en el medio de incubación dá lugar

a una total inhibición de la actividad sintética en hepatocitos

obtenidos de animales mantenidosen ayuno, tanto de la actividad

basal como de la estimulada por alanina. cuando se utilizan

concentracionesde] inhibidor superioresa 0.5 mM. De igual forma,

la presenciade quinina dió lugar a una abolición de la actividad de

síntesis de proteínas en hepatocitos obtenidos de animales

alimentados(Fig. 44). La figura 45 muestra el efecto de quinina en

el medio de perfusión de hígados aislados, sobre el consumo de

oxígeno, pH, [Kfl y [Ca2~] en el efluente. Sorprendentemente,la

presenciade quinina en el medio de perfusión indujo el aumento

tanto de la [Kl como de la [Ca2~] en el efluente. Estos resultadosno

están de acuerdo con un posible papel de la quinina inhibiendo el

eflujo de K+, activado por alanina.



FIGURA 43

EFECTODE QUININA SOBRELA INCORPORACIONDE
[3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES EN AYUNO.
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Los hepatocitos procedían de ratas mantenidas en ayuno durante
48 h. El medio de incubación contenia ficolí al 2% y L-[3H]-valina
(lOuCi/pmol), y fue suplementado,cuando se indica, con 2 mM
alanina ó 1 mM prolina y las concentracionesseñaladas de
quinina. Los símbolos representan el valor medio de 6
experimentos, cada punto por triplicado, y las barras verticales el
error estandarde la media.



FIGURA 44

EFECTO DE QUINII’4A SOBRELA INCORPORACION DE
[3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS DE ANIMALES ALIMENTADOS AD
LIBITUM.
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Los hepatocitos se obtuvieron de ratas alimentadasad libitum. La
incubación tuvo lugar en KRB con ficolí al 2% y L-Ij3H]-valina, en
un medio que contenía diferentes concentracionesde quinina y en
ausencía~ ó en presencia(—---) de 2 mM alanina. Los símbolos
representanel valor medio de 6 experimentos individuales por
triplicado, y las barras verticales el error estandarde la media. La
diferencia entre los valores obtenidos con O y las diferentes
concentracionesde quinina resultó estadísticamentesignificativa
en todas las situaciones experimentalesestudiadas (test pareado
de la t de Student,P < 0.001).
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FIGURA 45
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE QUININA
SOBRECONSUMO DE 02, pH, [K~J Y [Ca2~]EN EL
EFLUENTE HEPATICO DE ANIMALES EN AYUNO.

2 mM ALANINA

0.3 mM QUININA

4<
0.3 mM QUININA

0.2

A.

sc
<1

-0.2

-0.6

-1.0

4v

0.025

o.
<1

0.000

-0.025

-0.050
20

0.2

E

o
<1

0.1

0.0

-0.1
60 20

TIEMPO (mm)

Hígados aislados de ratas mantenidasen 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) ó inhibidor

Oo
DW
<0<5

o
w

1

c5
o-
ca>
o
o

<a>

300

200

100

4<

o

40 40 60

(quinina 0.3 mM) y los valores en ausenciade los mismos (KRB).



¡58

2.5.- IMN)RTANCIA I)E LA COMPOSICION ¡ONICA DEL MEDIO
EXTRACELULAR SOBRE LA INCORPORACION DE [3H1-VALINA EN
PROTEÍNAS DE HEPATOCITOS AISLADOS.

La observaciónde que la inhibición de la bomba Na~/K4 por

ouabaína. afecta principalmente a la síntesis de proteínas

estimulada por aminoácidos,junto con el hecho de que la alanina

sea cotransportadacon Na±sugiere que la acumulación intracelular

de éste ion, sea la causa de la inhibición inducida por ouabaína.

Para mejor comprender el papel del Na+ sobre el proceso de

síntesis de proteínas, estudiamos el efecto de su sustitución del

medio extracelular. En otras células de mamíferos la sustitución de

Na4 extracelular sin alterar el nivel de K±.da lugar a una inhibición

de síntesis de proteínas (Petronini y col., 1989). Los resultados

mostrados en la figura 46, están de acuerdo con ésta posibilidad,

ya que se pudo observar una inhibición casi total de la actividad

basal (en ausenciade aminoácidos) de síntesis de proteínas. Es de

destacarque la sustitución de Na±por KV no alteró la respuestaa

alanina, indicando que ésta fue capaz de estimular la incorporación

de [3H]-valina en proteínas y, por tanto, de entrar en la célula en

auseñciade Na+ extracelular. La presenciade litio ó de manitol, sin

embargo, impidió el efecto estimulador de la alanina.



FIGURA 46

EFECTODE LA SUSTITUCION DE SODIO, PORLITIO,
POTASIO O MANITOL, SOBRE LA INCORPORACION
DE [3H]-VALJNA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS
AISLADOS.
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Los hepatocitos se obtuvieron de ratas mantenidas en ayuno
durante48 h. El medio de incubación fué KRB con ficolí al 2 % y L-
[3H]-valina (10 gCi/gmol). en el cual el sodio fué sustituido por
potasio, litio ó manitol y que contenía, cuando se indica, 2 mM
alanina. El tiempo de incubación fué de 1 h. Los resultadosson el
valor medio de 2-3 experimentos individuales por triplicado y
fueron estudiados estadísticamenteutilizando el test de la t de
Student.
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2.6.- IMPORTANCIA DEL pH EXTRACEI4ULAR SOBRE LA ACTIVIDAD
DE SíNTESIS DE PROTEíNAS.

El efecto del pH extracelular sobre la biosíntesis de proteínas

en hepatocitos obtenidos de animales mantenidosen ayuno, queda

reflejado en la Tabla 10. Ni alanina ni prolina estimulan la

íncorporación de [
3H]-valina en proteínas a pHs extracelulares

ácidos, del orden de 6.9. Por el contrario, ]a estimulación de la

íncorporación inducida por aminoácidos,se conserva a pH 8.5.



TABLA 10

INFLUENCIA DEL pH EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMIJLACION DE
INCORPORACION DE L-[3H]-VALINA EN PROTEíNAS DE HEPATOCITOS

INDUCIDA POR AMINOACIDOS

pl-’

6.9 7.4 8.5
INCORPORACION DE L-[3H]-vALINA

(CPM/nig de í~eso húmedo x

CONTROL 470+65 580±84 570±66

ALANINA (2 mM) 599~35 978+95 1039+131

PROLINA (1 mM) 480±18 734±56 692+46

El aislamiento e incubación de células se realizó como se describe en
Métodos. El medio utilizado tenía la siguiente composición: 10 mM
Hepes, 135 mM cloruro sódico, 6 mM cloruro potásico, 1 mM cloruro
magnésicoy 2 mM cloruro cálcico, y se utilizó a los pHs indicados.
Los valores son la media de 4 experimentosdiferentes + el error
estandar de la media.



DISCUSION
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1.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMíNISTRACION DE
AMINOACIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE SíNTESIS DE
PROTEíNAS EN HEPATOCITOS AISLADOS.

La observaciónde que en hepatocitos aislados de animales

mantenidos en ayuno la actividad de síntesis de proteínas está

inhibida y respondea aminoácidos individuales (Fig. 20; Tabla 2),

al igual que ocurre in vivo (Pérez-Salay col., 1987), indica que no

existe ningún factor extrahepático implicado en la respuesta. Es

interesanteseñalar que, al igual que ocurre in vivo (Pérez-Sala y

col., 1987), el ayuno produce en hepatocitosaislados una inhibición

preferentementede la etapa de iniciación. Esto se deduce de la

observación de que el ayuno disminuye el estado de agregaciónde

los polirribosomas (Figs. 5 y 6; Tabla 3). Esta observaciónpodría

ser compatible con que hubiera un aumento de la actividad de la

etapa de crecimiento de cadenas peptídicas, que convirtiera a la

etapa de iniciación en la etapa limitante. Sin embargo, el hecho de

que vaya acompañado de una disminución de incorporación de

radioactividad del aminoácido precursor en proteínas (Tabla 2)

demuestraque existe una inhibición de la etapa de iniciación. El

efecto del ayuno sobre el estado de agregación de los

polirribosomas hepáticos reflejado por la fracción 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 agregación de los

polirribosomas es un 25% del observado in vivo. No hemos

encontrado en la literatura otros datos sobre el estado de

agregación de polirribosomas en hepatocitos, pero es un hecho



164

conocido que la simple perfusión hepática da lugar a una ruptura

de polirribosomas (Jefferson y Korner, 1969), sin que se conozca la

causa de éste hecho. La adición al medio de perfusión de

concentraciones elevadas de aminoácidos, frena la ruptura de

polirribosomas (Jefferson y Korner, 1969). En esta observación se

basó el postulado de que el disponer de concentracioneselevadas

de aminoácidos era condición necesariapara el mantenimiento de

una actividad normal de síntesis de proteínas. Los resultados

obtenidos con hepatocitos aislados muestran que este efecto de

ruptura de polirribosomas no es impedido por la administración de

aminoácidos individuales. Esto indica que cualquiera que sea el

mecanismo por el cual las concentraciones elevadas de

aminoácidos impiden la ruptura de polirribosomas en hígados

perfundidos. éste es distinto del efecto de aminoácidos

individuales observado por nosotros (Tabla 3). Esta conclusión se

basa en que el 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

agregación de polirribosomas inducidos por el ayuno.

2.- ETAPA(S) DEL PROCESO DE INICIACION DE
SíNTESIS DE PROTEíNAS AFECTADAS POR EL AYUNO
Y POR LA ADMINISTRACION DE AMINOACIDOS.

La observación de que el ayuno disminuye la capacidad de

extractos hepáticos para formar complejos ternarios ([355]-Met-

tRNA~eiF-2-GTP) (Tabla 4) sugiere que ésta podría ser la causa de

la inhibición de la etapa de iniciación de síntesis de proteínas. La
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actividad de elF-2 parece ser limitante en otros sistemas de

mamíferos (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 fosforilación/desfosforilaciónde su subunidada

(Gross y Mendelewski, 1977). Un aumento en la fosforilación del

eIW2a ha sido también descrito en el tejido hepático, utilizando

hepatocitos aislados, incubados en ausencia de lisina (Everson y

col., 1989) ó en hígado perfundido con un tampón carente de

histidina (Kimball y col., 1991). Estos resultadoscontrastancon los

obtenidos en otros sistemas,como en músculo esquelético, donde

la disminución de la actividad de síntesis de proteínas que se

detecta tras el ayuno, no está mediada por una alteración en la

actividad del factor eIF-2, ni en su reciclamiento ni a nivel de la

fosforilación de la subunidad a (Cox y col.. 1988). La fosforilación

de elF-2a inhibe la síntesis de proteínas mediante la inhibición

competitiva del elF-2B, que se requiere para el reciclaje de eIF-2

(Proud, 1986; Matts y col., 1983; Matts y London, 1984; Goss y col.,

1984) (Fig. 1). Es interesante señalar que el efecto del ayuno

disminuyendo la capacidadde los extractos hepáticos para formar

complejos ternarios se puede observar incluso cuando se

determina en ausenciade Mg2~ (Tabla 5). En éstas condiciones el

intercambio GTP/GDP, puede realizarse espontáneamentesin que

sea necesaria la participación del elF-2B. El hecho de que la

formación de complejos ternarios sea cuantitativamente igual

cuando se ensayaen presencia ó en ausenciade Mg2~ (Tablas 4 y

5), indica que la actividad de eIF-2B no se modifica ni como

consecuencia de la inhibición del eIF-2, ni tampoco por una
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inhibición 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 recientementepor

Kimball y col. (1991) en hígado perfundido. donde la disminución

de la actividad de síntesis de proteínas está acompañada de

disminución en la actividad del factor eIF-2B.

Recientementeha sido descrito que el eIF-2a hepático es

fosforilado tras el tratamiento con vasopresina (Kimball y

Jefferson, 1990). La vasopresina es una hormona peptídíca que

inhibe la iniciación de síntesis de proteínas (Menaya y col.. 1988) y

que da lugar a una aumento considerable de los niveles de

diacilgílcerol hepáticos (Bockino y col., 1985), y como consecuencia

una activación de proteína quinasa C (Nishizuka. 1984; Hughes y

col., 1984). Este hecho podría sugerir que la fosforilación de eIF-2a

podría estar mediada por la activación de proteína quinasa C. De

acuerdo con ésta posibilidad está la observación de que la

incubación de hepatocitos aislados con otros activadores de

proteína quinasa C. tales como ésteres de forbol promotores de

tumores ó diacil-gliceroles sintéticos (Castagna y col., 1982;

Kikkawa y col.. 4982; Kishimoto y col., 1980; Hannun y col., 1985),

también da lugar a una inhibición de síntesis de proteínas

(Menaya y col., 1988) y de la actividad de elF-2 (Menaya y col.,

1991). Sin embargo. se ha visto que en hígado perfundido la

disminución en la actividad del factor eIF-2B estaría mediada por

una disminución en la actividad de las proteínas fosfatasas

encargadas de llevar a cabo la desfosforilación de elF-2a, más que

en una activación de la proteína quinasa C (Kimball y col.. 1991).
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Sin embargo, no conocemos datos en la literatura que

permitan establecer una correlación entre el ayuno y la actividad

de proteína quinasa C hepática. El hecho de que durante el ayuno

aumenten los niveles circulantes de glucagón. hormona que actúa a

través de la activación de proteínas quinasas dependientes de

AMPc (Cherrington y col., 1976; Cherrington y col., 1977), sugeriría

que éste mecanismo podría estar implicado en la inhibición de eIF-

2. Tampoco podemos descartar la posibilidad de que la

disminución de la capacidad de formación de complejos temarios

no sea debida a un mecanismo de fosforilación. De hecho la figura

16 muestra la autorradiografía de las proteínas asociadasa los

ribosomas de hepatocitos aislados de animales en ayuno e

incubados con j32p~ 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 eIF-2 y eIF-2cx

respectivamente (Safer, 1989).

La administración de alanina a animales mantenidos en

ayuno, si bien da lugar a un aumento en la formación de complejos

de iniciación 43 5 (Fig. 8), no fue capaz de aumentar la capacidad

de los extractos hepáticos para formar complejos ternarios (Tablas

4 y 5). Esta observación sugiere que la actividad del eIF—2 no es

limitante para la iniciación de síntesis de proteínas en el tejido

hepático, y está de acuerdo con experimentos realizados con

animales mantenidos con dietas libres de proteínas (Pérez-Sala y

col., 1991), en los que se observa un aumento en la actividad de la

etapa de iniciación y una disminución en la capacidad de los

extractos hepáticos para formar complejos temarios. Una falta de
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correlación similar se puede observar en hígados de animales

tratados crónicamente con etanol (Bengoa, 1990). En éste caso se

observa una disminución de la etapa de iniciación acompañada de

un aumento de la actividad del eIF-2.

3.- EFECTO DEL AYUNO Y DE LA ADMINISTRACION
DE AMINOACIDOSSOBRE LAS PROTEINAS UNIDAS A
LOS RIBOSOMASHEPATICOS.

Todas las etapas del proceso de síntesis de proteínas

requieren la unión de los distintos factores implicados a los

ribosomas (ver esquema en la Fig. 1). La etapa de iniciación

requiere la unión secuencial de los distintos factores de iniciación

lo que permitirá finalmente la formación de complejos 48 5 y la

unión de la subunidad 60 5. La unión de los distintos factores se ha

relacionado con las formas de la subunidad 40 5 con distinta

densidad, observadas tanto en céluias de] tumor ascítico de Ehrlicb

(Henshaw y col., 1973; Ayuso-Parrilla y col., 1973 a y b) como en

hígado aislado y perfundido (Flaim y col., 1982). En nuestro caso

no hemos podido establecer más que un sólo tipo de subunidad 40

5 (Hg. 9). que no se ve significativamente alterada por el ayuno ni

por la administración de aminoácidos. Esta observación puede ser

interpretada como que no existen cambios en la unión de proteínas

a la subunidad ribosomal ó que éste procedimiento no es lo

suficientemente sensible como para detectar posibles cambios. El

análisis electroforético de las proteínas unidas a los ribosomas Pi

vivo (Fig. 13), y en hígados aislados y perfundidos (Fig. 12),

permitió detectar diferencias. La más significativa fue la
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disminución durante el ayuno de una banda correspondiente a un

tamaño molecular de 42 KDa. Esta disminución fue revertida tanto

mediante la administracion in vivo de alanina (Figs. 13C), como

mediante su adición al medio de perfusión de hígados aislados (Fig.

12C). La observación de que la incubación de hepatocitos aislados

de animales mantenidosen ayuno con [32P1 marca una banda de

42 KDa de tamaño molecular (Figs. 16 y 17), sugiere que ésta

proteína es fosforilable. Una revisión de la literatura no nos ha

permitido encontrar ningún dato que permita identificar a ésta

proteína como uno de los factores descritos hasta ahora que

intervienen en el proceso de síntesis de proteínas. Las otras dos

bandas, correspondientesa tamaños moleculares de 200 y 25 KDa

podrían corresponder a las subunidades del factor de iniciación

elF-4F. El eIF-4F es un complejo formado por tres subunidades:

p2S. p46 y fr?2O (Grifo y col., 1983). La proteina p4t, que es la

que más se asemejaríaa la proteína de 42 KDa que disminuye con

el ayuno (Figuras 12-15), es muy similar al elF-4A (Edery y col.,

1983), y es una proteína de fijación de ARN de una sola hebra,

dependientede ATP (Abramson y col., 1987). Las proteínas 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

fosforilación de la proteína elF-4A ó p46 (Morley y Traugh, 1989).

Por tanto, ó la proteína de 42 KDa que observamosdisminuye en

los ribosomas con el ayuno no está relacionadacon el eIF-4A, ó en

el tejido hepático puede ser fosforilada. Es importante resaltar que

la fosforilación de ésta proteína parece ser cuantitativamente
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menor cuando los hepatocitos son incubados con alanina (Fig. 16).

Esto sugiere que la activación de síntesis de proteínas por

aminoácidos implicaría una inhibición de la fosforilación. ó bien

una estimulación de la desfosforilación de éstas proteínas. En

apoyo de ésta última posibilidad está el hecho de que la presencia

de un inhibidor de proteínas fosfatasascomo es el ácido okadaico

(Cohen y col.. 1990) inhibe totalmente el marcaje de proteínas en

hepatocitos aislados (Tabla 6). Estos resultadosestarían de acuerdo

con los obtenidos por Rychlik y col. (1990) en linfocitos B, donde el

incremento de las tasas de síntesis de proteínas detectadotras la

activación celular, está relacionado con un incremento en la

velocidad de fosforilación/desfosforilacióndel factor eIF-4E, que

muy probablementeimplicaría un aumento en la actividad de las

proteínas fosfatasas encargadas de la desfosforilación. La

inhibición de Ja actividad de las proteínas fosfatasas podría

también estar implicada en el incremento de fosforilación del elF-

2a, detectadopor Kimball y Jefferson (1991), que acompañaa la

disminución de la actividad de síntesis de proteínas.Ahora bien, el

hecho de que el ácido okadaico inhiba e] radiomarcajede proteínas

en hepatocitos aislados de animales alimentados, así como de

animales mantenidos en ayuno en presencia y en ausencia de

alanina (Tabla 6). indica que la actividad de las proteínas

fosfatasas es necesaria para mantener la actividad de síntesis de

proteínas,tanto basal como estimulada. Por tanto, no es una acción

específica inducida por alanina.
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4.- IMPORTANCIA DE FLUJOS DE IONES EN LA ACCION
DE LOS AMINOACIDOS REGULANDO SíNTESIS DE
PROTEIN AS.

El transporte de aminoácidos neutros en hepatocitos se

produce por un mecanismo de cotransporte de Na+ (Kristensen,

1986) que podría dar lugar a una alteración del equilibrio lónico.

Para restaurar éste equilibrio se activa el transporte de otros

iones, con consecuencias sobre el metabolismo celular aún

desconocidas. Hemos estudiado la posibilidad de que dichas

alteraciones del equilibrio iónico pudieran estar implicadas en el

efecto de los aminoácidos sobre síntesis de proteínas. El

cotransportador Na+~alanina trabaja con una estequiometria 1:1

(Peterseny Findlay, 1987). La entrada de Na estimula la bomba

Na±/K±,lo cual produciría un acúmulo de K±. Los resultados

obtenidos (Fig. 18), utilizando hígados aislados y perfundidos,

están de acuerdo con que se produceun influjo neto de KV que se

manifiesta por una disminución de LK±] en el efluente hepático.

Simultáneamente,se produce un aumento de ph, sin que se altere

[Ca2~](Fig. 18).

Estas observacionessugieren que el efecto de la alanina

podría ir mediado por:

a) Un aumentode [K±] intracelular

b) Un aumento de [Ht] intracelular

c) Una disminución de [Na~] intracelular
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La [K±] intracelular es importante y puede, a su vez, ser

causa de los cambios observados en el pH del efluente hepático a

través de cambios del volumen celular (Kristensen, 1986). El hecho

de que la presencia de concentracionesde ouabaínadel orden de 1

mM impidan selectivamente la estimulación por aminoácidos del

radiomarcaje de proteínas (Fig. 25) implica al intercambio Na~/K~

en éste efecto. Ahora bien, la inhibición de la bomba Na”/K~

ademásde impedir la entrada de K4 (Fig. 24), impide también el

eflujo de Na~. Un aumento en la concentraciónintracelular de Na~

puede dar cuenta de la inhibición de síntesis de proteínas. Esta

aseveración se basa en los resultados de otros autores que han

demostradoque la entrada de Na+ en células infectadas con virus

podría explicar la inhibición de síntesis de proteínas de la célula

huesped (Carrasco y Smith, 1976; Carrasco, 1977; Garry y col.,

1979). Petronini y col. (1986) han mostrado también una

correlación entre el aumento en la entrada de Na±y la actividad de

síntesis de proteínas en células de mamíferos. De acuerdo con ésta

interpretación está el hecho de que la ruptura del gradiente de Na~

por gramicidina D da lugar a una inhibición de síntesis de

proteínas, tanto basal como estimulada por aminoácidos (Fig. 41).

La gramicidina D no impide significativamente la entrada de

alanina a pesar de romper el gradiente electroquímico 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 inhibición de

síntesis de proteínas producida por ouabaína, la eliminación de Na+

del medio extracelular (Hg. 46) da lugar a una inhibición
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significativa de la actividad de síntesis de proteínas; no obstante,

el efecto estimulador de la alanina se mantiene cuando el Na+ es

sustituido por K~ (Fig. 46). Esta observación sugiere que los

mecanismos implicados en la respuesta a la alanina no son

estrictamente dependientes de Nat. El efecto inhibidor del

aumento intracelular de LNa+i es más general e inespecífico. El

hecho de que la eliminación de Na~ extracelular produzca una

inhibición de síntesis de proteínas ha sido descrito en otras células

de mamíferos (Petroníni y col., 1989). las cuales también son

sensibles a un aumento en la concentración intracelular de Na+

(Petronini y col., ¡986).

No parece probable que el efecto de la ouabaína sobre

síntesis de proteínas sea consecuencia de una disminución 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

disminución importante del contenido energético celular, ya que el

consumo de ATP se encontraría disminuido, no solamentepor la

inhibición de la ATPasa Na~/K~, sino también por la disminución

de la síntesis de proteínas (Fig. 25) y de gluconeogénesis(Fig. 28).

De acuerdo con ésto, las Tablas 7 y 8 muestranque la presenciade

ouabaína produce una disminución, estadísticamentesignificativa,

del contenido de ATP en hepatocitos de animales mantenidos en

ayuno, solamente en ausencia de sustrato, situación en la que el

efecto sobre síntesis de proteínas fue muy pequeño. Tampoco

parece probable que el efecto de la ouabaína sea consecuencia de
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una disminución en el contenido intracelular de alanina, ya que en

su presencia se produce un aumento del cociente

[ALANINA] intraceluíar/[ALANINA]extracelular (Fig. 34). Estas

observaciones sugieren que la actividad de síntesis de proteínas

requiere un rango determinado de [Na±] intracelular, fuera del cual

se produciría una inhibición.

En lo que se refiere al papel del pH intra y extracelular en la

actividad de síntesis de proteínas, los resultados obtenidos indican

que no hay efecto estimulador de la alanina cuando el pH

extracelular es ácido (6.9) (Tabla 10). Esta observación sugiere que

el mantenimiento de un determinado pH intracelular es necesario

para que la alanina ejerza su acción. Una disminución del pH

extracelular tiene como consecuencia una disminución del pH

intracelular, y 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 señalar que un aumento de pH por encima

de 7.4 no afecta significativamente ni la actividad basal de síntesis

de proteínas ni la estimulada por aminoácidos en hepatocitos

aislados (Tabla 10). Esta observación contrasta con la realizada por

Fuller y col. (1989> en músculo cardíaco, que observaron un

aumento de la actividad de síntesis de proteínas a pH por encima

de 7.4. El estudio realizado por Kashiwagura y col. (1984) con

hepatocitos aislados, indica que cuando el pH extracelular está por

debajo de 7.1, el pH intracelular es mayor que el extracelular. Esta

observación sugiere que, en las condiciones mostradas en la Tabla

10, a pH extracelular ligeramente ácido, el eflujo de H~ se produce
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en contra de su gradiente de concentración y el intercambiador

Na+/H±, probablemente debe estar implicado, en el mantenimiento

del pH intracelular. La utilización de un inhibidor de éste

intercambio como es la amilorida (Salako y Smith, 1970; Cuthbert

y Shum, 1976). produce una inhibición de síntesis de proteínas

(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 ó sobre la estimulada por

aminoácidos. No parece que el efecto sobre síntesis de proteínas

sea un efecto secundario a variaciones en los niveles de

nucleótidos de adenina ó de guanina (Tablas 7 y 8). Tampoco se

han podido observar efectos significativos de amilorida sobre la

actividad metabólica de los hepatocitos (Fig. 27) ó sobre el

transporte ó contenido intracelular de alanina (Figs. 29, 3? y 33).

Todas éstas observaciones sugieren que el pH intracelular

puede controlar síntesis de proteínas; sin embargo. los resultados

de la figura 19, muestran que la adición de amilorida al medio de

perfusión de hígados aislados no induce cambios importantes en el

pH del efluente. Esta observación sugiere que en las condiciones

experimentales utilizadas, el intercambio Na±JH±no juega un papel

importante en el mantenimiento del pH intraceiular,

probablemente porque la entrada de Na+ se produce por el

mecanismo de cotransporte con alanina sin que requiera una

salida de H~. El efecto inhibidor de amilorida sobre síntesis de

proteínas en hepatocitos ha sido observado anteriormente (Koch y

Leffert, 1979). Estos autores interpretaron éste efecto como que la

entrada de Na+ es necesaria para la proliferación celular. Nuestros
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resultados no apoyan ésta posibilidad y los experimentos en

sistemas acelulares (Hg. 21) indican que podría tratarse de un

efecto directo sobre la maquinaria de síntesis de proteínas.

La utilización de monensín (ionóforo de H~) para alterar el

pH intracelular también produce una inhibición de síntesis de

proteínas, tanto basa] como estimulada (Fig. 35). Parece, por tanto,

que la ruptura del gradiente de H±, tiene como consecuencia la

inhibición de síntesis de proteínas. Sin embargo, la consecuencia de

la presencia de monensín debe ser una subida del pH intracelular

hasta 7.4. De acuerdo con los estudios realizados por Kashiwagura

y col. (1984). éste sería 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 síntesis de

proteínas. Por tanto, parece poco probable que el efecto del

monensín esté mediado por variaciones en el pH intracelular. La

explicación más simple se basa en la acción jonófora de Na+ del

monensín (Pressman, 1976). Esta acción seria similar a la

observada con gramicidina D (Fig. 41) y apoyaría la observación de

que el aumento de Na+ intracelular provocaría la inhibición de

síntesis de proteínas. Ahora bien, el hecho de que el monensín

produzca alteraciones significativas del metabolismo hepático (Hg.

37) y una disminución del contenido energético celular, plantea la

posibilidad de que el efecto sobre síntesis de proteínas sea

secundario a éstas alteraciones.

Mención aparte requieren los experimentos realizados con

quinina. La utilización de ésta droga se basaba en su acción de

inhibición selectiva de los canales de K+ dependientes de Ca2~
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(Armando-llardy y col., 1975; Cook y Haydelett, 1985; Burgess y

col., 1981). En el caso de hígado de rata éste mecanismono 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 fisiológico de ésta

salida pasiva de potasio se basa en que la entrada de alanina,

cotransportada con Na+ provocaría la activación de la bomba

Na±/K±y. por tanto, la entrada de potasio. Como consecuencia se

produciría un aumento de volumen celular (Kristensen, 1986).

La inducción de canales de potasio regularía el volumen

intracelular controlando la concentración intracelular de potasio.

Este mecanismo de salida pasiva de potasio controlado por la

alanina se ha descrito que es sensible a quinina (Kristensen y

Folke. 1984). Sin embargo, los datos de la figura 45 muestran que

la administración de quinina a hígados aislados y perfundidos con

un medio que contiene alanina provoca la salida de potasio y de

calcio al medio extracelular. Esta observación no está de acuerdo

con un papel de la quinina impidiendo el eflujo de potasio inducido

por alanina. Este efecto de la quinina se puede observar también

en hígados aislados y perfundidos sin sustratos ó con piruvato

(Urcelay. 1991). Por tanto, parece más lógico relacionar el efecto

inhibidor de la quinina con una disminución de la concentración de

K± intracelular. Parece menos probable que la inhibición sea

debida a la salida de Ca2~, ya que hepatocitos con un contenido de

Ca2~ lO veces menor del normal, mantienen velocidades de

síntesis de proteínas normales (Menaya y col., 1987). En resumen,
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éstos datos sugieren que el mantenimiento de una concentración

de potasio intracelular mínima es un requisito para obtener tasas

normales de síntesis de proteínas.



CONCLUSIONES
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Los hepatocitosaislados de animales mantenidosen ayuno

tienen una actividad de síntesisde proteínas menor que la

de las células aisladas de animales alimentadosad libitum.

2.- La adición de alanina, ó de prolina, estimula la actividad de

síntesis de proteínas en hepatocitos aislados de animales

mantenidos en ayuno hasta valores similares a los de-

terminados en animales alimentados.

3..- El efecto inhibidor del ayuno, y el efecto estimulador de los

aminoácidosfueron acompañadosde ruptura y reagregación

de polirribosomas respectivamente,indicando que se trata

de efectospreferencialessobre la etapa de iniciación.

4.- La presencia de aminoácidos en el medio de incubación de

hepatocitos aislados de animales mantenidos en ayuno, da

lugar a un aumentode la fijación de 135S1-metionil-tRNAa

las subunidades 40S; esto es, estimula la formación de los

complejos de iniciación.

5.- No existe una correlación entre la actividad del factor eIF-2,

reflejada en la capacidad de los extractos hepáticosde formar

complejos ternarios /358/-Met-tRNA-eIF-2-GTP,y la actividad

de la iniciación de cadenaspeptídicas. Esta observaciónindica

que la actividad del factor eIE-2 no es limitante para la

formación de los complejosde iniciación.
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6.- El efecto inhibidor de síntesisde proteínas inducido por el

ayuno se acompañade una disminución de la unión de una

proteína de 42 KDa a los ribosomas. Este efecto del ayuno

también es revertido por la administración de alanina, tanto

in vivo, como en órganoso células aisladas.

7.- La proteína de 42 KDa es fosforilada durante el ayunoy el

grado de fosforilación disminuye con la administración de

alanina, sugiriendo que un mecanismo de fosforilación!

desfosforilaciónde proteínasjuega un papel importante en la

regulación de síntesisde proteínashepáticas durante el

t~iuno. En apoyo de esta posibilidad está el hecho de que la

inhibición de proteínas fosfatasaspor ácido oliadaico da lu-

gar a una inhibición de síntesisde proteínas.

8.- El efecto estimulador de los aminoácidosalanina y prolina

dependede la integridad de la ATPasa Na~/K~ La inhibición

de este intercambio resulta en una inhibición selectiva de la

acción de los aminoácidos, probablementepor una acumula-

ción intracelular de No1

9.- La ruptura del gradiente de Na~ por gramicidina D y por mo-

nensín a ambos lados de la membranaplasmática inhibe sín-

tesis de proteínas, tanto en ausencia como en presenciade

aminoácidos. Ahora bien, el hecho de que el monensínproduz-

ca alteraciones significativas del metabolismo hepático y dis-
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minución del contenido energético celular plantea la posi-

bilidad de que el efecto sobre síntesisde proteínas sea se-

cundario a estas alteraciones.

10.— La ausencia de Na±en el medio extracelular, si bien da lugar a

una inhibición de síntesis de proteínas, no interfiere con los

mecanismosde estimulación del proceso por alanina.

II.- La disminución del pH extracelular por debajo de 7 da lugar

a una inhibición de la síntesisde proteínas, tanto basal como

estimulada por aminoácidos. La inhibición del intercambiador

Na~/H~ por amilorida disminuye síntesis de proteínas; no obs-

tante, este efecto no es debido a cambios de pH intracelular

sino a una acción directa de la droga sobre la maquinaria de

síntesis.

12.- La quinina inhibe síntesis de proteínas, tanto en presencia

como en ausencia de aminoácidos. Este efecto parece estar

relacionado con su acción provocando un eflujo masivo de K~

y de Ca2>
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