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INTRODUCCION



1.- INTRODUCCION AL MODELO EXPERIMENTAL DE DIETA A
TIEMPO RESTRINGIDO.

El desarrollo de la investigacién en nutricibn se ha
centrado durante muchos anos en el establecimiento de los
requerimientos, tanto cuantitativos como cualitativos.
Recientemente han recibido mayor atencion los efectos
metabdlicos de nutrientes especificos . En estos (ltimos afos ha
cobrado gran importancia el estudio de los patrones de
alimentacién y su relacién con el metabolismo. Probablemente, los
relacionados con la lipogénesis sean los que han sido estudiados
mas profundamente . Existen muy buenas revisiones en el area
entre las cuales podemos destacar las de Fabry (1967) vy
Tepperman (1964). |

La dieta a tiempo restringido, objeto fundamental de
nuestro estudio, consiste en limitar el acceso a la comida del
animal a un corto periodo de tiempo . El efecto sobre la
lipogénesis de la dieta a tiempo restringido fue observado
inicialmente por Dickerson et al, (1943) y por Tepperman y:
Tepperman (1968); estos estudios fueron efectuados en higado.
Hollifield y Parson (1962) sefialaron que parecia existir un

aumento en la velocidad de sintesis de lipidos en el tejido adiposo



de ratas sometidas a dieta a tierhpo restringido. El trabajo de
estos investigadores demostré que el metabolismo de las ratas
alimentadas periédicamente era diferente al de las ratas

alimentadas " ad libitum".

Los estudios del cociente respiratorio realizados por
Tepperman y colaboradores en 1943 sugerian que la sintesis de
~lipidos en el animal estaba muy acelerada por la dieta a tiempo
restringido. Los trabajos de ‘Cohn et al,(1965) demostraron que si
la cantidad de comida que se les administraba a las ratas era la
misma, tanto para las alimentadas a lo largo de todo el dia, como
para las alimentadas tan solo durante un per[odo de tiempo (dieta
a tiempo restringido), estas Ultimas generaban una gran cantidad
de grasa y se hacian obesas. Los trabajos de Leveille (1970)
demostraron, por otro lado, que el tejido adiposo blanco era mucho

mas activo en la sintesis de lipidos que el higado.

1.1.- Alqunoé aspectos particulares de las ratas sometidas a dieta

con_tiempo_restringido.

1.1.1.- Peso de la rata y consumo de comida.

Los trabajos anteriormente citados de Cohn et al.

(1965) y Hollifield y Parson (1962) postulaban que las ratas



sometidas a dieta a tiempo restringido deberian hacerse obesas.

Como sabemos la hiperfagia es uno de los factores fundamentales
en el deéarrol!o de la obesidad. Leveille (1970) demostrd, que
estas ratas consumen menos comida que las controles. Las ratas
pierden pesb inicalmente (periodo de adaptacion a la nueva dieta)
pero seguidamente aumentan de peso hasta mantener los mismo
valores que las ratas control. Si tenemos en cuenta que la
ganancia de peso fue llevada a cabo con una ingesta del 75-80%
con respecto a la de los animales control, podemos inferir que los
animales sometidos a una dieta a tiempo restringido utilizan la
comida mas eficientemente que las ratas alimentadas ad libitum
(sin hacerse obesas). Estos resultados concuerdan con los de Cohn
et al.(1965) que ya demostraron que tales ratas tienen aumentada

su capacidad para el almacenamiento de energia.

Los resultados de Leveille contrastan sin embargo con
los de Hollifield y Parson (1962), quienes postulaban que las ratas
en dieta a tiempo restringido consurﬁfan mayor cantidad de comida
que las ratas controles. Los trabajos de Leveille concuerdan con

los de Stevenson et al,(1964).

Las razones para este aumento en la eficiencia

metabdlica permanecen oscuros. No se debe soslayar el hecho de



que existe un ldgico descenso en la actividad fisica de las ratas,
lo cual podria ser parcialmente responsable de la mejora en la
utilizacion de la energia (Leveille y 0'hea, 1967). Pero aun
considerando este hecho, no se explica completamente el

problema.
1.1.2- Hipertrofia del tracto digestivo y absorcion de glucosa.

El tracto digestivo sufre una adaptacién aumentando
en tamafo y por tanto aumentando su capacidad fisica y su area de
absorcién. El tamano del intestino delgado se incrementa en un
40% -(Leveille 1970). Estos resultados coinciden con los de
Tepperman y Tepperman (1958) y demuestran que la absorcién de
glucosa esta acelerada en las ratas sometidas a dieta a tiempo
restringido. Esto implica que los tejidos de estas ratas deben
adaptarse para poder responder ante este aumento de glucosa por

unidad de tiempo.



1.1.3.- Metabolizacion de la glucosa.

Los trabajos de Leveille (1970) mostraron que los
niveles de glucosa en sangre tras la ingesta eran inferiores en
ratas con dieta a tiempo restringido, pese a que la absorcién de
glucosa esta, como deciamos anteriormente, acelerada en estos
animales. De todo esto se desprende que, razonablemente, los
tejidos periféricos de las ratas con dieta a tiempo restringido
convierten una considerable cantidad de esta glucosa en formas de

almacenamiento: glucégeno y lipidos.

Tepperman et al,(1943) y Leveille (1970) mediante
medida del cociente respiratorio postulan que durante las ocho
primeras horas tras la realimentacién hay un gran aumento en la
lipogénesis. En el periodo comprendido entre 8 y 14 horas el
descenso en el' cociente respiratorio sugiere que los
carbohidratos, posiblemente glucégeno y lipidos, estan sirviendo
como energia de oxidacion. A partir de las catorce horas después
del inicio de la ingesta hasta .la siguiente, Leveille (1970)

considera que la fuente fundamental de energia son los lipidos.



1.1.4- Sintesis de lipidos en ratas sometidas a dieta a tiempo

restringido.

Los estudios efectuados en animal entero por Leveille
en tejido adiposo blanco y miusculo diafragmatico de ratas
sometidas a dieta a tiempo restringido, demuestran una
acumulaciéon mayor de glucégeno que en las ratas controles. Sin
embargo, los higados de las ratas controles sintetizaron mas
glucégeno que los higados de las ratas a dieta de tiempo
restringido. Debemos constatar el hecho de que, en ratas
mantenidas en ayuno durante 22 horas, Brise y Okey (1965) y
Tepperman y Tepperman (1958) hallaron mayor concentracién de
glucégeno hepatico en las ratas con dieta a tiempo restringido.
Leveille (1970) postuld que el tejido adiposo blanco de las ratas
objeto de nuestro estudio es responsable de la sintesis de,
virtualmente, to.dos los lipidos formados. durante e

inmediatamente después de la ingesta.

Han sido numerosos los estudios efectuados "in vitro"
demostrando la superior capacidad lipogénica del tejido adiposo
en ratas con dieta a tiempo restringido. (Hollifield y Parson,

1972; Leveille y Hanson, 1985; Stevenson et al 1964). Estos tra-



bajos sobre higado y tejido adiposo blanco de ratas sometidas a
dieta a tiempo restringido confirman los hallazgos de Brise et al

(1965) y Tepperman y Tepperman (1958).

El higado solo tiene una capacidad lipogénica mayor
que la del tejido adiposo cuando los animales, tanto de uno como
de otro tipo de alimentacién, son sometidos a ayuno. En este caso,
los animales con dieta a tiempo restringido sintetizan también

mas lipidos que los animales con dieta "ad libitum".

1.1.5.- Adaptacion enzimatica en ratas con dieta a tiempo

restringido.

Légicamente las adaptaciones fisioldgicas inducidas
por dieta a tiempo restringido que hemos descrito mas arriba
deben estar acompafadas por los correspondientes cambios

enzimaticos.

Dentro del estudio de los enzimas encargados de la
fosforilacidn de la glucosa y su conversién a o(- glicerofosfato y
piruvato debemos destacar los trabajos efectuados por Leveille
(1970). Este autor describi6 por primera vez que la

«-glicerofosfato deshidrogenasa y la piruvato kinasa mostraban



un incremento de su actividad en ratas alimentadas mediante
dieta a tiempo restringido, mientras que la actividad de la

fosfofructokinasa permanecia inmodificada.

Los enzimas mas directamente relacionados con la
biosintesis de lipidos fueron también medidos por este autor,
hallando un aumento del 100% en su actividad; fueron estudiados:
la citrato liasa, la acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de los
acidos grasos. Siendo el aumento mas importante el de la
actividad de la citrato liasa. Posteriormente hablaremos con

mayor extension de este punto.

Debemos recordar, que la disponibilidad de NADPH
es necesaria para la biosintesis reductiva de los &cidos grasos.
Tepperman y Tepperman (1958 a y b, 1964) estudiaron la actividad
enzimatica del ciclo de las pentosas en el higado de animales en
diferentes estados lipogénicos. Tepperman y Tepperman (1958a)
también observaron un aumento importante en la actividad del
enzima malico bajo las mismas condiciones. Los trabajos de Flatt
y Ball (1964) y Rognstad y Katz (1966) demostrar»on que la via de
las pentosas en tejidos adiposo blanco no podia generar mas del
50% de los NADPH necesaribs para la biosintesis de lipidos. Young

et al, (1964), Wise y Ball (1964), Pande et al.(1964) y Ballard y



Hanson (1967) propusieron el llamado ciclo de transhidrogenacién
como fuente alternativa de NADPH en el tejido adiposo.

Los estudios de Leveille en tejido adiposo de ratas
sometidas a dieta a tiempo restringido demuestran un aumento de
la piruvato carboxilasa y enzima malico, dos de los enzimas del

ciclo de las transdeshidrogenacion.

Como resumen de los cambios metabdlicos que se dan
cita en las ratgs sometidas a dieta a tiempo restringido
consideramos de gran interés el siguiente esquema sobre la
biosintesis de lipidos en el adipocito de ratas sometidas a dieta a
tiempo restringido (figura 1). Las lineas gruesas simbolizan los
pasos enzimaticos con aumento de la actividad como consecuencia
de la dieta a tiempo restringido. El enzima inicial encargado de la
metabolizacién de la glucosa , la hexokinasa, aumenta su
actividad; asi como lo hace la piruvato kinasa. Estos cambios
producen un aumento de la transformacion de glucosa en piruvato

y acetil-CoA.

El aumento en la actividad de los enzimas citrato
liasa, acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de &cidos grasos da
lugar obviamente a un aumento en la sintesis de acidos grasos a

partir del acetil CoA. Esta rapida formacion de &cidos grasos se
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encuentra apoyada por el aumento en la produccién de equivalentes
reductores (NADPH), los cuales se generan en el ciclo de las
pentosas y en el ciclo de las transdeshidrogenasas. Por ultimo, el
aumento en la actividad de lad-glicerofosfato deshidrogenasa
permite una mayor produccién de o-glicerofosfato, necesario para

esterificar los acidos grasos recién sintetizados.

Por dltimo y para terminar con el problema de los
equivalentes reductores, debemos traer a colacién un trabajo
reciente de Cassaza y Veech (1986). Estos autores han observado
que la actividad de los enzimas de la parte no oxidativa del ciclo
de las pentosas es suficiente para mantener las condiciones de
equilibrio del ciclo, tanto en animales en ayuno como en ratas
alimentadas "ad libitum". Subsecuentemente las concentraciones
de los intermediarios del ciclo de las pentosas, fructosa
6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato son interdependientes en
estos animales. Sin embargo, los animales alimentados mediante
un patron de comidas restringido y con una dieta de bajo contenido
en grasa y alto en carbohidratos arrojaron resultados distintos.
Bajo las condiciones arriba relatadas los intermediarios del ciclo
de las pentosas tienen aumentada su concentraciéon 25 veces por

encima de los valores observados en animales ayunados.
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1.1.6.- Efecto de la composicion de la dieta en la adaptacion a la

dieta a tiempo restringido.

El hecho de que administrando una dieta rica en grasas
se produzca una depresidn de la lipogénesis en ratas alimentadas
"ad libitum", ha sido descrito por muchos autores, tanto en higado
(Brise y Okéy 1956; Hill y cols. 1958; Hill y cols 1960; Masoro y
cols 1950; Whit'ney y Roberts 1955) como en tejido adiposo
(Hansbberger y Milstein 1955; Leveille y Hanson 1966). En ratas
sometidas a dieta a tiempo restringido se obtuvieron resultados
similares (Leveille 1970). Estos resultados sugieren que la
reduccidn en calorias procedentes de carbohidratos, compensada
por aumento en el contenido de grasa o proteina, es el factor
fundamental responsable de la depresién en la sintesis de lipidos.
Hay que tener en cuenta que la sustitucidén de los equivalentes
caléricos de carbohidratos por grasa, disminuye mas la
lipogénesis que la sustitucién por proteinas. Lo cual hace pensar
que la grasa posee un efecto inhibitorio especifico sobre la

lipogénesis.
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2. REGULACION DEL METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS
Y LIPIDOS DURANTE EL PERIODO POSTABSORTIVO.

El hecho de utilizar la realimentacion de la rata como
parte importante.de nuestros modelo experimental, nos obliga a
efectuar un somero repaso al problema de la regulacion del
metabolismo de los carbohidratos y lipidos durante los estadios

iniciales del periodo postabsortivo.

2.1.- _La paradoja de la glucosa.

Como sabemos, el higado contiene la totalidad de
enzimas necesarias tanto para la sintesis como para la
degradacidén de glucosa y lipidos. Es el 6rgano gluconeogénico mas
importante. Al mismo tiempo, es el tejido "princeps" en la

sintesis de triacilglicéridos en el hombre, cerdo y pollo.

Es obvio que la realimentacién tras el ayuno esta
seguida por un rapido aumento en los niveles de glucégeno

hepatico.

La idea de que la glucosa captada por el higado sirve
como sustrato principal y precusor directo del glucdégeno vy
lipidos, la podemos hallar en muchos libros de texto. Sin embargo,

observaciones efectuadas en los Ultimos afios ponen en duda estos
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conceptos (figura 2). Existen en la actualidad poderosas razones
para suponer que. incluso ante una carga oral de glucosa la
magoria del glucégeno hepatico procede de metabolitos de tres
carbonos ,como el lactato,0 de la fructosa. El lactato es,ademas,
mejor sustrato para la lipogénesis hepatica que la glucosa. Es
l6gico, por tanto, que esta supuesta via indirecta, aparentemente

~ineficiente y de mayor gasto energético, se haya denominado la
paradoja de la glucosa ("glucose paradox”, Riesentfeld et al , 1981
y Boyd et al 1981).

2.2.- Captacion de qglucosa por el higado vy sintesis de glucdageno

.. . "
In__Vitro.

Uno de los primeros hallazgos que pusieron a los
investigadores sobre la pista, fue el hecho de que en higado
perfundido de rata y en hepatocitos aislados a concentraciones
fisiolégicas, la glu'cosa era un precusor muy mediocre para la
sintesis de glucdégeno. Sin embargo, la formacién de éste a través
de precusores gluconeogénicos era muy alta. Estos hallazgos,
establecidos inicialmente por Seglen (1974) han sido ampliamente
confirmados por Hems (1972); Katz et al.(1978 y 1979),Boyd
(1981).
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FIGURA 2
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Desde hace mucho tiempo se sabe que en ratas la
fructosa es mejor precusor de glucégeno hepatico que la glucosa.

Esto ha sido también demostrado en humanos.

2.3. Lipogénesis hepatica.

Los hepatocitos de ratas alimentadas con una dieta
con alto contenido en carbohidratos, tienen una gran capacidad

lipogénica.

El contenido hepéatico de hexokinasa es muy bajo,
siendo la glucokinasa la enzima mas importante en la
fosforilacion de la glucosa (Weinhouse, 1976). En la rata, este
enzima no se afecta por periodos de ayuno de hasta 20 horas
(Newgard et al,1983). Su actividad disminuye con ayunos
prolongados de 48-72 horas y en la diabetes (Weinhouse, 1976).
Sufre una cierta elevacién en dietas ricas en carbohidratos. Su Km
es 5 mM, (Storer y Cornish-Bowohn, 1976). Su actividad maxima
es considerablemente inferior a la velocidad de formacién de
glucégeno observada "in vivo" (Weinhouse, 1976). Los resultados
hallados por Katz y McGarry (1984) indican la existencia de otro
enzima fosfor.ilante para la glucosa con un Km mas elevado.

Nordile (1974) sugirié que este enzima podria ser la glucosa-6-

-16-



fosfatasa microsomal con el pirofosfato o el carbamil fosfato
actuando como dadores de energia. No se tienen, sin embargo,

hasta el momento, pruebas concluyentes sobre el particular.

La limitada capacidad para la utilizacion de la glucosa
hepatica por la rata [y probablemente también por el hombre
(Lauris y Carhill 1966)] es debido probablemente, a el bajo nivel
de glucokinasa, combinado con las velocidades variables de ciclos
futiles causadas por la actividad de la glucosa 6-fosfatasa. Esto
nos conduce a un nuevo problemé: la regulacién de la glucosa 6
fosfatasa. Si durante la transicidn del ayuno a la alimentacién la
mayor parte de la glucosa-6-fosfato es de origen gluconeogénico
;como es posible que éste metabolito situado en un lugar central
en el metabolismo de la glucosa sea desviado hacia la formacion
de glucégeno?. Una de las respuestas a esta pregunta fue hecha por
Hems en 1976. Segun este autor la glucosa causa una activacion de
la sintesis de glucosa secundariamente a una inhibicidn de la
glucdégeno fosforilasa. Esto se supone que ‘"tiraria" de la
UDP-glucosa y de la glucosa-6-fosfato hacia glucdégeno. La
predecible caida en la concentracién de glucosa-6-fosfato se
considera suficiente para atenuar el flujo de glucosa-6-fosfato
(via glucosa 6 fosfatasa) . Otra respuesta, desde un punto de vista

opuesto, es la de que ante una carga de glucosa, la glucosa-6-
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fosfato es "empujada" a glucégeno como resultado de la inhibicidon
de la glucosa-6-fosfatasa ( EI- Refai y Bergman, 1976). Estudios
mas recientes (Niewoehner, 1984 y Newgard, et al 1984) sugieren

que ambos mecanismos pueden coexistir.

Los resultados de estos Ultimos trabajos parecen
indicar que, ademas de causar activacion de la glucégeno sintasa,
las sobrecargas de glucosa producen una inhibicién (o
desactivacion) de la hidrélisis de la glucosa -6-fosfato. Katz et al,
(1978) y Okajima et al,(1979) han observado un fendmeno similar.
Aminoacidos y Aacido mercaptopicolinico desvian la glucosa
6-fosfato de la formacién de glucosa hacia la de glucégeno,
mediante accién sobre la gluconeogénesis. Concomitantemente se

produce un aumento de los niveles de la hexosa fosfato.

Arion y colaboradores (1980) hallaron que la
fosfohidrolasa por si misma es un enzima no especifico situado en
la luz del reticulo endoplasmatico. La especificidad para la
glucosa-6-fosfato se la confiere la vpresencia en la membrana de
una translocasa que transporta la glucosa-6-fosfato del

compartimento extremicrosomal al intramicrosomal.

Katz y McGarry (1984) postularon que la traslocasa,

méas que la fosfohidrolasa estd sujeta a regulacién metabdlica.
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Sin embargo, la glucosa es un sustrato lipogénico
cuantitativamente poco importante, muy inferior al lactato (Clark
et al, 1974). Auhque la presencia de glucosa estimula la
lipogénesis, al igual que en la sintesis de glucégeno, la
contribuciéon de ios carbonos de la glucosa a la lipogénesis es
mucho menor que la del lactato. También se ha visto "in vivo", que
la sintesis de acidos grasos en higado se nutre fundamentalmente
de glucdgeno y lactato y no de glucosa (Hems et al,1972, Baker et
al, 1978).

2.4. Utilizacién hepatica de la glucosa.

El problema de la cantidad de glucosa utilizada por el
higado y la fraccion que formara parte del glucégeno hepatico no
es de féacil respuesta. Existen diversos problemas de indole
técnico que han retrasado sensiblemente el adecuado estudio del
tema. Los trabajos efectuados en hombre, Radziuk (1982) y
Ferrannini et al,(1985) y en perro , Stevenson et al.(1985)
indicaron que tan sélo un cuarto del glucégeno formado procede de
la glucosa, a través de la via hasta ahora considerada mas
importante (Glucosa --> glucosa --6-P-->Glucosa 1-P --> UDP

--Glucosa --> glucégeno.)

Estudios efectuados en animales en ayunas, a los que
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se les administraba 14C y SH establecieron firmemente que,

incluso en presencia de una carga de glucosa, el glucégeno
hepatico procede fundamentalmente de metabolitos de tres
carbonos en lugar de proceder de la molécula completa de glucosa
(Katz et al, 1986). Los experimentos llevados a cabo por Radziuk
(1982) en humanos también qemostraron que, después de una carga
~ de glucosa, la mayor parte del glucdgeno hepatico no procedia

directamente de la glucosa.

2.5.- La paradoja de la fructosa 2.6 bisfosfato.

La concentracion de fructosa 2,6 bisfosfato en el
higado es alta durante la ingesta y desciende con el ayuno, lo cual
concuerda con sus conocidas propiedades como activador de la
fosfofructoquinasa e inhibidor de la fructosa 1,6 bisfosfato (Hers
y Van Schafringe'n, 1982). Sin embargo, cuando ratas ayunadas se
las realimenta, la concentracién hepatica de fructosa 2,6
bisfosfato aumenta. Dependiendo de la dieta usada varia la
velocidad de aumento de la concentracién hepatica de la fructosa
2,6 bisfosfato . Con pienso normal, o tras la administracién de
glucosa pura [Kuwasima et al ,(1984), Claus et al, (1984)], hay un

retraso de 2-3 horas antes de que la concentracién de fructosa 2,6
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bisfosfato comience a aumentar. Sin embargo se pueden obtener
valores elevados de ratas alimentadas después de una hora de

realimentacién con una dieta rica en sacarosa [Kuwasima 1986].

Katz y colaboradores (1986) se preguntan como puede
el glucégeho hepético ser formado tan eficientemente por los
precusores de tres carbonos habiendo unas concentraciones de
fructosa 2.6-bisfosfato que, segin los estudios efectuados "in
vitro, deberian producir una completa inhibicién de la fructosa 1,6
bisfosfatasa. Quizas algin otro mecanismo regulador anula el
efecto de inhibicidn de la fructosa 2,6-bisfosfato en el paso de

fructosa 1,6-bisfosfato-->fructosa-6-fosfato.

Otra explicacién podria ser la teoria de las zonas
hepaticas. Como sabemos, los hepatocitos son tanto desde el punto
de vista morfolégico como enzimatico, células muy heterogéneas
[Sungermann y Katz (1982)]. Estos autores proponen que las
células periportales son fundamentalmente gluconeogénicas
mientras las células perivenosas son predominantemente
glicoliticas. Las células comprendidas entre estas dos zonas

tendrian patrones metabdlicos intermedios.

Pilkis et al. (1985) y Soley et al. (1985) proponen que
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la glucosa es captada y glicosilada a lactato en la zona periveno-
sa. EI lactato es posteriormenté transportado por el flujo
sanguineo y recogido por los hepatocitos periportales vy
transformado en glucégeno. Presumiblemente son los hepatocitos
perivenosos los que contienen la mayoria de la fructosa

2,6-bisfosfato

2.6- Qrigen _del lactato

Como ya hemos relatado anteriormente la via
fundamental de conversion de glucosa en glucdgeno hepético
transcurre indirectamente con la division de la glucosa en
unidades de tres carbonos, principalmente lactato. El recambio de
lactato en el animal ayunado es del mismo orden que el de glucosa
(Okajima et al , 1981). Después de una sobrecarga de glucosa hay
un marcado incremento en la concentraciéon de lactato circulante (
Newsgard et al ,1983) (Radziuk e Inculet 1983).

Sin embargo el lugar o lugares donde se lleva a cabo la
conversion de glucosa en lactato permanece desconocido. Katz et
al.(1986) consideran que los eritrocitos , intestino y musculo

serian los candidatos légicos.
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3. BIOSINTESIS DE LIPIDOS

3.1.- Introduccidn _a la biosintesis de los lipidos.

Muchos animales y también el hombre toman sus
alimentos en comidas espaciadas y por lo tanto, necesitan
almacenar mucha de la energia de su dieta para usarla entre las
comidas.

La biosintesis de los lipidos produce la conversidn de
la glucosa y de intermediarios cofno el piruvato y acetil CoA en
grasas.

Como posteriormente podremos observar
experimentalmente, la sintesis de los triacilglicéridos es un
proceso metabdlicamente muy activo en los animales. Los
triacilglicéridos son depdsitos muy concentrados de energia
metabdlica puesto que estan reducidos y anhidros. Su valor
calorigeno es mas del doble (9,3 Kcal/gr) que el de los
carbohidratos y las proteinas (4 Kcal/gr). La causa de la gran
diferencia existente radica en el hecho de que los acidos grasos
estan fuertemente reducidos. Ademds los triacilgicéridos son muy
polares y por ello son almacenados en una forma casi anhidra. El
triacilglicerato es por tanto la forma mas concentrada para

almacenar la energia en los organismos superiores.
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Como sabemos, en los mamiferos el centro principal de
acumulacién de triacilglicéridos en el citoplasma de las células

grasas o adipocitos.

3.2. Caracterizacion de la via.

El acetil CoA es el metabolito a partir del cual tiene
lugar la formacion de los acidos grasos. Todo el proceso
biosintético es llevado a cabo en el citosol, sin embargo,
practicamente la totalidad del acetil CoA empleado en el
metabolismo procede de la mitocondria, bien en la oxidaciéon del
piruvato, o en la degradacion de los esqueletos carbonados de los
aminodcidos. EI acetil CoA no puede atravesar la membrana
mitocondrial, por lo que es necesaria la participacién de un
sistema en lanzadera para transferir el grupo acetil a través de
dicha membrana. El acetil Co A reacciona en primer lugar con el
oxalacetato formando citrato (primera etapa del ciclo de los

acidos tricarboxilicos) por acciéon de la citrato sintasa.

Acetil CoA + Oxalacetato + H20 ------- > Citrato + CoA + HT.

-

Una vez formado el citrato, este pasa desde la matriz
al citosol a través de la membrana mitocondrial interna, con

ayuda del sistema de transporte del tricarboxilato (figura 3). El
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FIGURA 3

Transportador

del tricarboxilato

OXIDACION
PIRUVATO CITRATO CITRATO-——— === mm—mmm o m oo oo
Co A
Citrato Liasa del \yrATP + Co A
sintasa citrato L <> Hidroxicitrato I
ACETIL Co A ADP + Pi + ACETIL Co A I
©l
OXALACETATO OXALACETATO
NADH + H Malato PNADH + H ’
deshidro
genasa
NAD »>NAD
SINTESIS DE
MALATO a- MALATO ACIDO GRASO
Transportador '

del dicarboxilato



citrato reacciona una vez situado en el citosol con el CoA
formandose nuevamente acetil CoA. Esta reaccion estd catalizada
por la citrato liasa

Citrato + ATP + CoA --------- > Acetil CoA + ADP + Pi+

Oxalacetato.

El oxalacetato rformado tiene que ser reducido a
- malato para poder atravesar la membrana mitocondrial. Asi pues,
es reducido por la malato deshidrogenasa y retorna a la
mitocondria por la via de fransporte del dicarboxilato, de donde se
reoxida a oxalacetato, con lo que se completa la conexién.
Habiamos dejado al acetil CoA en el citosol,
procedente de la matriz mitocondrial. El acetil CoA se carboxila y
rinde malonil CoA, que es el precursor inmediato de 14 de los 16
atomos de carbono del acido palmitico, esta reaccién tiene un
caracter irreversible y estd catalizada por la carboxilasa del

acetil CoA en una reaccion irreversible.

ATP + Acetil CoA + CO5 + H50 ------- > malonil CoA + AOP + Pi +
H+
El CO, se transforma en el grupo carboxilato libre del malonil

CoA.

La acetil CoA carboxilasa es una enzima muy compleja

.Uno de sus constituyentes fundamentales es la biotina. El grupo
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biotinilo de esta molécula actua como un brazo oscielante que

transporta el CO, al acetil CoA. La energia necesaria para unir el

grupo carboxilo al acetil CoA la proporciona el ATP. La acetil CoA
carboxilasa regula la velocidad de sintesis de los acidos grasos en
los tejidos animales. Es, por tanto, un enzima metabdlicamente
muy irhportante; ~es activado por el citrato, convirtiendose en su
presencia en un polimero filamentoso muy activo. Cuando aumenta
el nivel de citrato en la mitocondria, cosa que suele ocurrir
cuando hay una velocidad elevada de formacidon de acetil CoA
mitocondrial y de ATP, el citrato sale de la mitocondria y se
transforma en el precursor del acetil CoA citosdlico y, al mismo
tiempo, en la sefal alostérica para la activacién de la carboxilasa
del acetil CoA. EIl palmitoil CoA y otros acil CoA de larga cadena
producen inhibicién sobre este enzima. Cuando estudiemos la

regulacién de esta via volveremos sobre el tema.

3.3.- Sin del acido gr
En los animales superiores la sintetasa del &cido

graso constituye un complejo multienzimatico, el cual a

diferencia de las bacterias, plantas y otras formas inferiores
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pierde actividad si es sometida a division. Esta macromolécula
esta formada por siete enzimas. En el centro del complejo se
encuentra la proteina portadora del acilos (ACP) a la que se unen
por covalencia los intermediarios acilo de la sintesis del acido
graso. Esta proteina tienen como grupo prostético a la
4'-fosfopanteteina que forma también parte de la estructura del
acetil CoA. La funcidon de la proteina portadora de acilos es
esterificar a los intermediarios acilados durante la serie de
reacciones tendentes a construir la cadena hidrocarbonada del
acido graso. Se postula que la 4'-fosfopanteteina junto con el
resto de serina al cual se halla unida actua de brazo oscilante
para transportar los grupos acilos, desde el sitio activo de un

enzima al siguiente, segln una secuencia constante.

La sintetasa del acido graso esta equipada con dos
grupos sulfhidrilos. Uno es aportado por la 4'-fofopanteteina
(grupo prostéticos de la proteina portadora de acilos). El otro
grupo sulfhidrilo pertenece a un resto de cisteina especifico de la
sintetasa del 3-cetoacil-ACP. Estos dos grupos son fundamentales

para la formacién de un &cido graso.
En la primera reaccién, catalizada por |la

acetiltransferasa, el grupo acetilo del acetil-S-CoA se transfiere

al grupo -SH de la cisteina de la sintetasa (E). (figura 4 ).
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FIGURA 4

HS-Cys acetilo - S - Cys
Acetilo-S-CoA + /E ----- > CoA - SH + /E
HS-Cys | HS - ACP

En la segunda reaccién el grupo malonilo del malonil -S-CoA se
transfiere al grupo sulfhidrilo de la fosfopanteteina, en reaccién

catalizada por la malonil transferasa. (figura 5 )

FIGURA 5
acetil - S - Cys acetil - S - Cys
o \ AN
Malonil - S - CoA + /E ----- > CoA - SH + /E
HS - ACP ~ malonil- S- ACP

Asi pues, estas dos primeras reacciones son necesarias para
cargar los dos grupos sulfhidrilo con los grupos acilo
correspondientes. Un grupo acetilo en el grupo -SH de la cisteina

y un grupo malonilo en el grupo -SH de la fosfopanteteina.

A continuacién se producen las cuatro etapas de la
fase de elongacién de la cadena del acido graso. En cada vuelta del

ciclo se afnade una unidad de 2 carbonos.
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En la primera etapa los grupos acetilo y malonilo que
se hallan unidos covalentemente a los grupos -SH de la sintetasa,
experimentan una reaccidon de condensaciéon y forman un grupo

aceto acetilo unido al grupo -SH de la fosfopanteteina. Al mismo

tiempo se libera una molécula de CO, . La enzima catalizadora de

este paso es la sintetasa del 3-acetoacil. (figura 6 ). El CO,

formado en esta reaccion es

FIGURA 6
Acetil - S - Cys : _ HS - Cys
R R > E +COy
Malonil - S - ACP’ | acetoacetil - S - AC/P

el mismo que se introdujo en el malonil CoA por la reaccién de la

carboxilasa del acetil CoA.

El CO, , por tanto, desempefa un papel

catalitico, regenerandose cada vez que se une una molécula de dos

carbonos.

-30-



En el paso siguiente el acetoacetil -S-ACP se reduce
en el grupo carbonilo a expensas de NADPH y se forma el D-3-
dihidroxibutiril-S-ACP en reaccion catalizada por la reductasa del

3-acetoacetil -ACP (figura 7 ).

FIGURA 7
HS - Cys
‘ | E + NADPH + Ht - >
Acetoacetil - S - ACP

HS-Cys
E+ NADP*
/
D 3 hidroxibutiril - S - ACP

La etapa de deshidratacion es la tercera del ciclo de la sintesis
del acido graso. Se deshidrata el D-3- hidroxibutiril -S-ACP por
la deshidratasa del 3-hidroxiacil ACP rindiendo trans-AZ2

butenoil-S-ACP (figura 8 ).

-31-



FIGURA 8
HS - Cys
\

D 3 Hidroxibutiril - S - AP~

HS - ACP
E+ Hy0

trans A2 butenoil - S - ACP

Con la cuarta etapa, denominada de saturaciéon, se cumple una
vuelta alrededor del complejo de la sintetasa del acido graso. Se
reduce el enlace doble del trans A2-butenoil-S-ACP se satura y
se forma butiril-S-ACP.

Esta etapa esta catalizada por la reductasa del enoil
-ACP (figura 9 ).

FIGURA 9
SH - Cys
E + NADPH + HY -ccomeeeee >
trans  A2butenoil - S - ACP
HS - C{S
/E + NADP*
butiril - S - ACP
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El grupo butirilo que se encontraba unido al grupo -SH de la

fosfopanteteina es transferido al grupo -SH de la cisteina.

La segunda ronda de reacciones se inicia con la
transferencia de un nuevo grupo malonilo desde el malonil CoA al
grupo -SH de la fosfopanteteina de la proteina portadora de acilos.

El grupo butirilo abandona entonces el grupo HS-Cys y desplaza al

CO, del grupo malonilo recien acoplado. Su grupo 3-ceto se reduce

en las tres etapas siguientes dando un grupo acilo saturado de 6
carbonos. Estos ciclos se repiten hasta un total de siete. Dando

lugar al término de los mismos al palmitoil-S-ACP.

Como hemos visto a lo largo de toda la via, el
potencial de reduccion es aportado por el NADPH. Este equivalente
de reduccién es necesario para reducir los enlaces dobles. Para la

sintesis de una molécula de palmitato se precisan 14 NADPH.

El NADPH necesario para la sintesis de acidos grasos

procede de dos fuentes fundamentalmente. La importancia de cada

uno de estos sistemas generadores de NADPH depende del tibo de
célula. En el higado se forma, en su mayor parte, por las
reacciones de la ruta de las pentosas fosfato (ver INTRODUCCION

). La reaccidén generadora de NADPH mas importante en esta via
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esta catalizada por la deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato.

glucosa-6-fosfato + NADP* ------- > 6 fosfogluconato + NADPH

+H*

Sin embargo en los adipocitos, el NADPH esta

producido fundamentalmente por acido maélico .

Malato + NADP* - > piruvato + COp + NADPH + H*

El estado de nutricion del organismo y los tejidos, es

el mecanismo fundamental que controla la tasa de lipogénesis.
En la actualidad, se reconoce que la reaccién

limitante es la catalizada por la acetil CoA carboxilasa. Esta

enzima se encuentra regulada por diversos factores. Como
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deciamos anteriormente, las moléculas de acetii CoA de cadena
larga inhiben la acetil CoA carboxilasa. Los microsomas ejercen
un efecto estimulante sobre la sintesis de acidos grasos cuando
se afladen al medio. Esta activacién se funda en el mismo principio
que el de los acil CoA. Como sabemos los microsomas catalizan la
esterificacion del acil CoA con el glicerol-3-fosfato para formar
triacilgliceroles y fosfolipidos. El mecanismo de activacion
producido por los microsomas es debido por tanto, a la supresién
de la inhibicién por acil CoA, dado que los microsomas disminuyen

la concentracidon de acil CoA.

El acil CoA también puede inhibir al transportador
mitocondrial del tricarboxilato impidiendo de esta forma el

regreso del citrato de las mitocondrias al citosol.

La insulina estimula la lipogénesis por varios
mecanismos. Por un lado, puede convertir la forma inactiva de la
piruvato deshidrogenasa en activa. Ademas incrementa el
transporte de glucosa al interior de la célula y por ello aumenta la
disponibilidad tanto del piruvato como del glicerol-3- fosfato.
Recientemente Munday y Hardie (1986) han observado en glandula

(LM

mamaria de ratas lactantes ayunadas 24 horas, que la insulina "in
vivo", produce una desfosforilaciéon de la acetil CoA carboxilasa,

lo
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cual debe ser, al menos, parcialmente responsable de la
reactivacion de la lipogénesis en glandula mamaria de rata

lactante en respuesta a la realimentacion.

Sin embargo, como deciamos en un principio
la lipogénesis estd determinada primordialmente por la velocidad
de la reacciéon de la carboxilasa del acetil CoA. Este es un enzima
alostérico y por tanto necesita de su modulador alostérico para
ser activo. Dicho modulador es el citrato. Cuando aumenta su
concentracion en -la mitocondria, éste pasa, a través de la

lanzadera del citrato, al citosol. El citrato sirve de sefal para

~anunciar que al ciclo del acido citrico le llega suficiente

combustible y por tanto el acetil CoA excedente debe almacenarse
como reserva en forma de grasa. El citrato citosdlico es ademas la

fuente del acetil CoA que se precisa en la sintesis de acido graso.
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FIGURA 10

Regulacién de la lipogénesis

Glucosa

Glucosa 6-fosfato

Fructosa 5-fosfato NADP
Fructosa 1,6-difosfato 02
JAD NADH |
»Glicerolo”L* Triosa
3-fosfato fosfato
NAD+
lactato?= "A-"'4 * Piruvato
MTOCONDRIA Pi ruvato
Acetoacetil-CoA — AcetiI-CoAf
/ Oxalacetato
| |
Acetcacetato
A A NAD+ Citrato ,
3-Hidroxibut irato
CITOPLASVA
Acetcacetato ** Acetoacetil-CoA
NADH
NAD+
3-Hidroxibutiril-CoA
NADPH -
NADP+. Butiril-CoA
G1licerol 3-fosfato

Triacilglicerol

i
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MATERIAL' Y METODOS



1.-MATERIALES

1.1- Animales de experimentacidn.

Se utilizaron ratas Wistar, macho con un peso

corporal aproximado de 200 gr £ 30 (+ D.S.).

Los animales fueron alimentados con dieta "standard"
manufacturada con pienso P.R.M (E. Dixon and Sons (WARE) Ltd.
Ware, Herts. U.K.). El acceso al agua fue siempre libre. Las ratas
fueron alojadas en jaulas individuales. El ciclo luminico era de
12 horas luz (7,30 a.m. a 7,30 p.m.) y 12 horas de oscuridad
(7,30pm a 7,30 a.m.).

Las ratas fueron sometidas a dos esquemas de
alimentacion distintos . Un grupo fue alimentado "ad libitum". Al
segundo grupo se le instaurd un régimen de comidas con
restriccion horaria. Este segundo grupo denominado de dieta a
tiempo restringido tenia acceso a la comida tan solo tres horas al
dia (de 9 am é 12 am). Antes de iniciar este esquema, los
animales eran ayunados durante 24 horas. Este patrén alimenticio
se mantuvo durante 10 dias,al término de los cuales las ratas
fueron sacrificadas. Los experimentos daban inicio a las 10 am.
con lo cual las ratas en dieta a tiempo restrigido estaban en
ayunas .durante 22 horas . Los animales alimentados "ad libitum"
sufrian un ayuno de 24 horas antes de su sacrificio. En ambos

grupos las ratas se. sacrificaban a las 10 am.
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1.2.- Aparatos

1.2.1.- Centrifugas.

Se utilizaron distintos tipos de centrifugas segun los

protocolos de centrifugado llevados a cabo.

Para la obtencién de precipitados de proteinas tras
tratamiento con acido perclérico en homogenados de higado se

utilizé una centrifuga marca P selecta modelo S-577.
Para el centrifugado de los tejidos animales durante
el proceso de extraccién de lipidos se utilizd una centrifuga

refrigerada marca MSE.

Durante el protocolo de neutralizacion de muestras

necesitamos una centrifuga marca SORVALL modelo GLC-1.

1.2.2.- Espectrofotometros.
Se utilizaron dos espectrofotometros diferentes:

- VARIAN TECHTRON, modelo 635
.- KONTROM, modelo UVIKOM-810
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1.2.3.- pH metro.

Para la preparacién de los distintos tampones y otras
soluciones utilizadas en el trascurso de nuestro trabajo se empled
un pH metro marca RADIOMETER COPHENHAGEN, modelo PHM 64.

1.2.4- Homogenizador.

Usamos un homogenizador marca SORVALL modelo
OMNI-MIXER, para la preparacion de las muestras hepaticas y del

tubo digestivo.
1.2.5.- Contador de centelleo liquido.

El contaje de las radiaciones B presentes en los
tejidos estudiados se llevé a cabo con un contador de centelleo

liquido marca LKB modelo 1217 Rackbeta,el cual se encuentra

acoplado a una impresora marca LKB y un ordenador marca LKB.
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3.1- Reactivos.

De la firma Boehringer Manheim (R.F.A) se utlizaron:

3.1.1- Enzimas.

- Amiloglucosidasa (E.C.3.2.1.3)
- Citrato liasa (E.C. 4.1.3.6.)
- Citrato sintasa (E.C. 4.1.3.7")
- Enolasa (E.C. 4.2.1.11))
- Fosfoglicerato mutasa (E.C. 2.7.5.3.)

- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49))
- Hexokinasa (E.C. 2.7.1.1.)

-Lactato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27.)
- Malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37.)
- Piruvato Kinasa (E.C. 2.7.1.40)

- 3 Hidroxibutirato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.30)

3.1.2.- Coenzimas.

- NAD
- NADH
- NADPH

3.1.3.- Nucledtidos.

-ADP
-ATP
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De la firma Merck Darmstadt (R.F.A.) y Sigma Chemical

Company (EE.UU) se obtuvo los restantes reactivos.
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2.- METODOS

2.1.-_Tratamiento de los animales.

Durante el proceso de realimentacidn se les administraba
(previo periodo de ayunas de 24 h. en el grupo "ad libitum" y 22 h.
en el grupo con dieta a tiempo restringido) con 5 gr. de pienso para
ratas con un contenidos en carbohidratos de 2,4 gr. La comida era
consumida en un intervalo de tiempo comprendido entre 15 y 20

minutos. Treinta minutos depués del inicio de la ingesta las ratas
eran inyectadas intraperitonealmente, con agua tritiada ( 3H20)
(0,3 ml; 3 mCi). Posteriormente, y segun el tiempo previamente
fijado (90', 180') eran anestesiadas intraperitonealmente con
Nembutal (60 mgr/Kgr de peso, disuelto en CINa 0,9%).
Seguidamente se procedia a la extirpacién de los dérganos

necesarios.

El acido 3—Me»rcaptopicoll’nico [1 ml al 4%

(peso/volumen) neutralizado con COgHNa , la cicloheximida (2

mi/Kg peso) y el acido dicloroacético fueron tambien inyectados

intraperitonealmente.
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2.2._Medida de la sintesis de lipidos.

2.2.1.- Principio

La lipogénesis fue medida por el método de Stansbie et
al.(1976) con las modificaciones introducidas por Robinson et al
(1978). El agua tritiada inyectada se equilibra rapidamente con el
agua intracelular, produciéndose el marcado del NADPH con SH . El
NADPH es usado como fuente reductora durante la lipogénesis. De
esta forma el SH procedente del NADPH marcado se incorpora a los

lipidos (figura 11).

Por tanto la determinacién de la velocidad de
incorporacion de SH en los lipidos proporciona la medida de la

lipogénesis " in vivo".

2.2.2.-Procedimiento.

2.2.2.1.- Toma de las muestras. Se efectuan dos tomas de tejido
hepético, con un peso cada una de unos 700 mgrs. Seguidamente se
extirpa la grasa periependimaria de uno de los testiculos (peso
aproximados 800 mgrs.) Por Gltimo y previa diseccion,se extirpa
el tejido adiposo marrén interescapular (peso aproximado 150

maqrs).
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FIGURA 11

Marcado radioactivo de los 1lipidos

HS— Cys

\
/
CH H.— C— S— Pn— ACP
3 "¢ , JADPH
0 A +H+
Acetoacetil-S-ACP HADP
HS— Cys V
* \
H /E
CH,— C—- CH,— C— S— Pn— ACP
3 2
OH (o)
3-Hidroxibutiril-S-CoA
H2°
HS— Cys”*i
H .--NADPH
r +H+
CH— C= C— C— S— Pn— ACP

H O
trans- “-Butenoil-S-ACP
HS— Cys*y
E
CHj— CH*— CH*— C—S— Pn— ACP*

Butiril-S-ACP
CH — CH*— CH*— C—S— Cys,

° /
HS— Pn—ACP
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2.2.2.2.- Protocolo de la fraccidon no saponificable. Se afade a los
tejidos 3 ml de KOH al 30% y se incuban en un bafio a 70?C

durante 15 minutos.

A continuacién se ponen 3 ml de alcohol absoluto
(95%) y se deja en el bafio a 70°C durante 2 horas para que se

produzca la saponificacion.

Los lipidos no sapbnificables (fundamentalmente
esteroles) son extractados anadiendo 8 ml de éter de petrdleo
(40-60°C) seguido de agitacidn vigorosa durante 10 minutos,
centrifugacién durante 1 minuto a 3000 rpm y extraccién del
gradiente obtenido mediante pipeta de Pasteur. La fraccién
superior (lipidos no saponificables) se vierte en otro tubo. Esta
operacion se repite hasta un total de tres veces. Los
sobrenadantes de las tres extracciones efectuadas son entonces

lavados con agua destilada (10 ml) dos veces.

La fraccidon acuosa queda en la parte inferior siendo
eliminada mediante una bomba de aspiracién preparada al efecto.
Una vez lavada la fraccidon no saponificable es transvasada a un
vial de vidrio. Se le aflade 1 ml de benceno y se sitha en una
campana de extraccién de gases durante 12 horas
aproximadamente, a temperatura ambiente, para que se évapore.

Los repetidos lavados de la fraccién extractada con agua y la
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posterior evaporacién tienen como objeto el disminuir hasta

valores despreciables la posible contaminacion de la muestra

lipidica con 3H20.

Posteriormente se afade, al residuo seco que
descansa en el fondo del vial, el liquido de centelleo. La
radioactividad es contada, si se desea, en un contador de centelleo

ligquido.

En nuestro caso, el interes fundamental de nuestros
estudios sobre la fraccion no saponificable radicaba en la
concentracién de' colesterol y escualeno. Asi pues, la parte arriba
expuesta solo es utilizada para la posterior valoracién de los
niveles de colesterol y escualeno. Técnica que describiremos mas

adelante.

2.2.2.3- Fracciéon saponificable. Una vez extractados los lipidos
no saponificables se hace lo propio con la fraccidon saponificable.
El proceso es igual al visto para la fraccién no saponificable, si

bien en este caso, en el primer paso en lugar de afadir KOH se

afadira 3 ml de SO4H2 6 N. Los tubos son introducidos en hielo

picado para evitar que se calienten. Una vez acidificado el medio,
se sigue, como deciamos, el procedimiento relatado
anteriormente. La velocidad de sintesis de &cidos grasos se
calcula en pumoles de 3H incorporados a lipidos saponificables

/gramo de tejido fresco y por hora.
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2.2.2.4.- Extraccion del colesterol. Utilizamos la técnica descrita
por Gibbons et al, (1983). La fraccidn no saponificable habia sido
dejada evaporar en el vial de vidrio. Para la obtencién de
colesterol y escualeno se afiade hexano a los viales; de esta forma
y mediante repetidos pases con hexano se trasvasa la fraccién no
saponificable a tubos cdénicos de vidrio. Se debe, en la operacién,
limpiar bien las paredes del vial para evitar que queden pegados
restos de material. Los tubos son sometidos a una corriente de
nitrégeno para proceder a su secado rapido. Cuando los tubos han
sido secados, se vuelve a afadir hexano limpiando bien las parede's
del tubo; de esta forma se consigue concentrar todo el material en

el fondo del recipiente.

Una vez secadas las muestras, se prepara un tanque de
cromatografia. Las paredes del tanque se cubren con papel de
filtro. Se vierten en el tanque 99 ml de cloroformo y 1 ml de
metanol. El tanq‘ué se cierra y se espera al menos media hora
antes de ser utlizado para que los vapores saturen el recipiente.
Al mismo tiempo se preparan placas de cromatografia en capa fina

de silica-gel G.

Seguidamente se prepara una mezcla de cloroformo
metanol [2/1 (V/V)] y se mantiene en frio. Esta solucion es
afadida a cada tubo. Los tubos son cerrados con tapones Yy

conservados con hielo.
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Mediante una jeringa Hamilton la muestra es situada
sobre la placa de cromatografia. En cada placa se ahade, ademas,

un patrén de colesterol y otros de escualeno, no radiactivos.

La placa se coloca en el tanque durante 45 minutos o
hasta que el medio liquido llegue a 1 cm del borde superior de la
placa. Posteriormente la placa es rociada con un spray

~ conteniendo Rodamina B (5 mgr/100ml de acetona).

Una vez rociada la placa se situa bajo una lampara de
rayos ultravioleta. El area de la placa en la que hay mayor
fosforescencia es rascada con una cuchilla e introducida en un
vial de centelleo de cristal, conteniend6 1 ml de etanol.
Seguidamente se anade el liquido de centelleo y es contada su

radioactividad en un contador de centelleo liquido.

2.3.- Preparacion _de los tejidos para_analisis de metabolitos.

2.3.1.- Tratamiento del higado.

Los metabolitos del higado fueron determinados
mediante la extraccién de una parte del higado (sobre 2 gr) de una
rata anestesiada seguida de "freeze-clamping" rapido con

nitrégeno liquido.
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El tejido congelado es molturado hasta un fino polvo.
De esta forma puede mezclarse intimamente con &cido perclérico

el cual desnaturaliza y precipita las proteinas.

'EI tejido hepatico molturado (1 gr) se pone en un tubo
de centrifugacién frio y pesado. El &cido perclérico se ahade en
una proporciéon de. 4/1 (volumen/peso). El contenido del tubo es
seguidamente homogenado. La mezcla se centrifuga a 18000 rpm

durante 10 minutos.

Una vez centrifugado el sobrenadante es decantado a
otro tubo. A continuacion se neutraliza, usando indicador universal
,con KOH 20%. El volumen de sobrenadante se mide antes y despueés
del proceso de neutralizaciéon. para, de esta forma, poder

cuantificar el factor de dilucion.

Los tubos permanecen en hielo durante 10 minutos;

después son centrifugados durante 10 minutos a 3000 rpm para

precipitar el CLO4K que se ha formado.

2.3.2.- Tratamiento de la sangre.

Se utilizd sangre arterial procedente de la aorta

abdominal con jeringas heparinizadas para evitar la coagulacion
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de la misma. Parte de la sangre extraida (0,5 ml) se mezcla con 2

ml de CLO4H 6% 'y se agita. A continuacidn se centrifuga a 3000

rom durante 10 minutos.

El sobrenadante resultante es decantado vy
neutralizado con KOH 20% (usando indicador universal). El
sobrenadante neutro se utiliza para diferentes determinaciones

enzimaticas.

El resto de sangre se centrifuga a 3000 rpm durante
10 mintuos. El plasma obtenido mediante la centrifugacién se
utiliza para la obtenciéon de la actividad radioactiva especifica

como ya hemos descrito anteriormente.

2.3.3- Tratamiento del tracto digestivo.

El tracto digestivo de la rata es extraido del animal
anestesiado e introducido en un vaso de precipitado con 150 ml de
acido perclorico al 3%. Las visceras son trituradas en un
homogenizador . Una alicuota del homogenado es centrifugada 10.
minutos a 6000 rpm. El sobrenadante es neutralizado segun el
método descrito anteriormente. Una vez terminado el proceso las
muestras estan preparadas para efectuar las determinaciones

enzimaticas necesarias.
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2.4. Andlisis _de las muestras.
2.4.1.- Conceptos generales.

Todos los analisis enzimaticos realizados han sido
hechos mediante procedimientos espectrofotométricos. Estos
métodos tienen como caracteristicas fundamentales su rapidez y

sensibilidad.

La produccién o el consumo de una substancia durante
una reaccién enzimatica es directamente proporcional a la

variaciéon de su absorcidn optica.

Asi pues, conocido el coeficiente de absorcion molar
de la substancia que absorbe especificamente luz y el volumen de
la solucidn, podremos saber la concentracién de la substancia en

el medio y por ende en el tejido estudiado.
2.4.2.- Glucosa.

Esta hexosa se ha medido segin el método descrito

por Bergmeyer (Bergmeyer y Cols., 1974).
La técnica se fundamenta en dos reacciones
enzimaticas acopladas. En primer lugar, la formacién de glucosa

-6-fosfato a partir de glucosa catalizada por la hexokinasa. En
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segundo lugar, la formaciéon de 6-.-fosfogluconato a partir de la
glucosa -6-fosfato-deshidrogenasa. Esta reaccién utiliza como
cofactor NADP. El espectrofotémetro, nos medird el incremento de

densidad dptica a 340 nandémetros.

E! incremento de la densidad O6ptica antes y después
de anadir enzima, indica la cantidad de NADPH. La cual equivale a
la de glucosa. La estequiometria de la reacciéon es 1:1 y el pH

6ptimo es de 7,5.
2.4.3.- Adenosin trifosfato. (ATP)

El andlisis de la concentracion de ATP se llevd a cabo
siguiendo el método de Lamprecht y Transchold (1963),
fundamentado en las mismas reacciones que hacia posible el
andlisis de glucosa,pero en este caso el ATP no se incluye y si se
administra glucosa. EIl resto de condiciones son similares a la

determinaciéon de glucosa.
2.4.4.- Lactato.

Utilizamos para su determinacién el método de
Ingeborg Gutman y August Wilhelm Wahlefed (1974), basado en la

siguiente reaccioén:
Lactato + NAD -----LDH-----> piruvato + NADH+ H*
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El NADH formado es medido espectrofotométricamente
por el cambio de absorbancia a 340 nm de luz visible y es
proporcional a la cantidad de lactato presente en la muestra
(Gutman y Wahlefed, 1974).

2.4.5.- Piruvato, fosfoenolpiruvato (PEP) 2 fosfoglicerato (2 PGA)
y 3 fosfoglicerato (3 PGA).

La técnica utilizada fue la descrita por Rudolf Czok y
Walther Lamprecht (1974). La técnica se basa en la siguiente

reaccion:

3 PG ----enolasa----> 2 PG

Y =lc Jp— > PEP + H,0

ADP + PEP ----PK----> ATP + Piruvato
Piruvato + NADH + H* ----LDH----> Lactato + NAD*

La oxidacién del NADH es proporcional al substrato
convertido y se mide espectrofotométricamente a 340 nm. Las
determinaciones de los metabolitos enumerados en este acépite
se efectuan calculando la diferencia de absorbancia antes vy

después de anadir el enzima correspondiente.
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2.4.6.- Determinacion de glucégeno con amiloglucosidasa.

La cuantificacion de la concentracién de glucégeno
hepatico se llevd a cabo mediante la técnica descrita por Dietrich

Keppler y Karl Decker (1974).

La arhiloglucosidasa es una exoglucosidasa que
hidroliza las uniones 2-D (1-4) y 2-D (1-6) del glucdgeno. La
glucosa formada tras la hidrdlisis producida por la
amiloglucosidasa es especificamente determinada con hexokinasa.
De forma que para cuantificar la cantidad de glucégeno presente
en el tejido, debemos paralelamente, efectuar la determinacién de
glucosa libre antes de la hidrdlisis.De esta' forma, la diferencia
existente entre la glucosa medida tras la accién de Ia
amiloglucosidasa y la glucosa existente antes de su accién, nos

ofrece la cantidad de glucdégeno en el tejido.

Principio:
glucégeno + (HyO),_q ----amiloglucosidasa----> (glucosa),
glucosa + ATP ----Hexokinasa----> ADP + glucosa - 6-fosfato

glucosa-6-fosfato + NADPY ----G-6-PDH--->

---------- > 6 fosfogluconato + NADPH + H*
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La glucosa liberada tras la hidrélisis del glucégeno
es proporcional al incremento de NADPH medido por el cambio de

extincién a 340 nm.
2.4.7.- Glucosa-6-fosfato (G-6-P).

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH)
cataliza la oxidacion de G-6-P por el NADP en la siguiente

reaccion :

G-6-P + NADP ----G-6-PDH----> 6 fosfogluconolactona + NADPH*

+HT

espontaneamente

6 fosfogluconolactona + H,O -r----e-eooeee- > 6 fosfogluconato

La reaccion se mide por el cambio de absorbancia a

340 nm originado por el aumento en la concentracién de NADPH.

2.4.8.-Determinacion de citrato .

El anélisis de citrato se efectud segin el método
descrito por Dagley(1963). La citrato liasa cataliza la division del

citrato en oxalacetato y acetato.
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citrato  ----citrato liasa----> oxalacetato + acetato

oxalacetato ----oxalacetato descarboxilasa----> piruvato + CO,

LDH
piruvato + oxalacetato + 2NADH + 2H*t --eeee- > lactato + malato +
2NAD* MDH

Las preparaciones de citrato liasa procedentes de
aerobacter aerégenes, contienen ademaés, oxalacetato
descarboxilasa. El oxalacetato se descarboxila espontaneamente
en presencia de la enzima. Posteriormente y a través del concurso
de la malato deshidrogenasa y la lactato deshidrogenasa se
forman lactato y malato a partir de piruvato y oxalacetato. De
esta forma la disminucién en la concentracién de NADH, medida
por el cambio de extincidén a 340 nm, es medida de la cantidad de

citrato presente.

2.4.9.- Acetil CoA.

Se utilizé el método de Decker (1974) basado en las

siguiente serie de reacciones:
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HZO + Acetil CoA + Oxalacetato ----CS----> citrato + CoASH

L-Malato + NAD* ---—---- > Oxalacetato + NADH + HT

2.4.10. - Acetoacetato.

El método utilizado fue el descrito por Williamson et
al.(1962). Se basa en la siguiente reaccién catalizada por la

3-hidroxibutirato deshidrogenasa.

Acetoacetato + NADH ------- > 3 hidroxibutirato + NAD

La diferencia de absorbancia del NAD a 340 nm nos
permite calcular la cantidad de NADH que ha reaccionado y por
tanto la concentracidon de acetoacetato presente en la muestra.

2.4.11.- B-Hidroxibutirato.

La determinacidn enzimatica del B- hidroxibutirato
sigue exactamente el mismo principio descrito para el analisis de

acetoacetato. Es la misma reaccion pero en sentido inverso.
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2.5.- Determinacidon _de insulina.

Se tomo sangre arterial de la aorta abdominal siendo
introducida en tubos heparinizados. El plasma fue separado
mediante centrifugacién a 3000 rev/min. durante 10 minutos. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>