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1. EL CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE RATA ADULTA

COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA

FUNCIORALIDAD Y METABOLISHO HEPATICOS.

El higado es un 6rgano altamente diferenciado que
desempefia un papel esencial en el organismo al ser el
. centro - metabélico - por - excelencia, responsable de la
elaboracién y distribucién de nutrientes. El1 hepatocito
podria considerarse como célula diferenciada tipica, dado
que es capaz de expresar gran namero de funciones
altamente especializadas, cuya actividad se modifica
cualitativa y cuantitativamente in vivo en respuesta a
diferentes condiciones fisiolégicas.

El importante potencial metabélico del higado
incluye funclones que son caracteristicas y se consideran
érgano-especificas como son; a) la sintesis y excrecioén
de proteinas plasmaticas, b la produccién y
almacenamiento de sustratos energéticos, que incluye 1la
sintesis de glucégeno, de glucosa y de lipidos, <) la
eliminacién del amonio en forma de urea y d) 1la
biotransformacién de sustancias con baja solubilidad,
potencialmente toxicas, ya sean fisiolégicas
(bilirrubina, esteroides) o =xenobidticos, en sustancias
mas hidrosolubles y féacilmente excretables. La mayor
parte de éstas funciones se localizan como hemos dicho en
el hepatocito (1), que representa alrededor del 65% de la
poblacién celular total hepatica.

El estudio de las caracteristicas fisiolégicas y
bioquimicas hepaticas asi como de los factores implicados
en su expresién y regulacioéon, constituye en la actualidad
una de las Areas mAs importantes de 1la investigacion
bioquimica.

1.1. MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO, ALTERNATIVOS AL
ANIHMAL ENTERQ.

La propia heterogeneidad celular del higado,
junto a 1la imposibilidad de eliminar influencias de
factores extrinsecos no controlables iIin vivo <{(que a



menudo dificulta extraordinariamente 1la interpretacién
fiable de los resultados) ha motivado el desarrollo de
técnicas in vitro, que permitan el estudio méas
simplificado del metabolismo celular hepatico y de -los
factores que 1lo regulan. A estas razones hay que afiadir
el gran avance que ha supuesto en los ultimos afios el
desarrollo de 1las técnicas de 1la biologia celular y
molecular, cuya aplicacién con éxito requiere
indudablemente sistemas mAs sencillos que el animal
entero, como son las células aisladas o en cultivo.

El modelo iIn vitro ideal para la investigacion de
las funciones bioquimicas hepaticas va a ser aquél capaz
de reproducir de forma mias simplificada 1la actividad
metabélica del hepatocito 1In vivo.

Los modelos tradicionalmente utilizados
comprenden desde el higado perfundido, donde se emplea el
é6rgano completo, hasta los homogenados y las fracciones
subcelulares o enzimas purificados; estos ultimos
permiten informacién valiosa sobre regulaciéon enzimiAtica
pero no son utiles para estudios mAs significativos a
nivel celular donde, como en los estudios de respuesta
bhormonal, es necesario el mantenimiento de la estructura
celular intacta.

El higado perfundido, aislado o in situ,
constituye ain en la actualidad un sistema muy Gtil en
aquellos estudios donde se requieren condiciones préximas
a las fisiolégicas, ya que conserva la estructura
completa del o6rgano iIin vivo. Sin embargo este sistema
presenta a la vez serias desventajas como son el limitado
periodo experimental <(2), que se reduce a unas pocas
horas, el riesgo de dafio y respuesta celular inadecuada
debido a la falta de oxigenacién (3>, o la imposibilidad
de trabajar con distintas variables en un mismo
experimento. Por otra parte, se mantiene la
heterogeneidad celular, 1lo que 1impide distinguir 1la
poblacién celular responsable de los efectos evaluados.

Las células hepaticas aisladas o en cultivo
constituyen el punto intermedio entre 1los modelos
extremo descritos, y se han convertido en un valioso
sistema experimental para muchos investigadores.

El desarrollo de métodos de obtencién de
suspensiones aisladas de hepatocitos por digestién
enzimidtica (4) proporcioné la posibilidad de trabajar con
una poblacién hepatocitaria homogénea. Desde 1970, se han
introducido regularmente mejoras tanto en el proceso de
obtencién (5) como en el mantenimiento de las células
tras el aislamiento (6>, a la vez que se ha incrementado
extraordinariamente la utilizacién del hepatocito aislado
como sistema experimental.



Son muchas las caracteristicas que convierten al
hepatocito aislado en un modelo extraordinariamente
atractivo; por una parte la posibilidad del estudio
combinado de diferentes variables en una misma suspensién
celular homogénea, al tiempo que es posible el estricto
control de las condiciones experimentales; por otra se
han eliminado las posibles interferencias de factores
exégenos que encontrabamos en los estudios con el animal
entero, manteniendo a 1la vez intacta 1la estructura
celular.

A estas ventajas hay que afladir, sin embargo,
serios inconvenientes que aconsejan cierta prudencia a la
hora de extrapolar 1los resultados obtenidos en este
sistema experimental al comportamiento del hepatocito en
el érgano iIn vivo. A pesar de que la célula aislada
retiene gran parte de su funcionalidad metabélica (5-7),
se ha descrito que su estado es fundamentalemente
catabdélico, con baja capacidad de produccién de proteinas
y escasa capacidad de respuesta hormonal <¢8-10), como
consecuencia de 1las lesiones sufridas en la membrana
durante el proceso de aislamiento con colagenasa.

Por otra parte, se observa una rapida pérdida de
la actividad metabélica general de 1la célula en pocas
horas, lo que 1limita las posibilidades experimentales,
sobre todo para los estudios de regulacién metabélica
(particularmente el control hormonal) cuya induccién y
desarrollo requiere tiempos superiores a 1-2 horas.

Todo ello bha conducido a la realizacién de un
esfuerzo importante en la busqueda de modelos
alternativos capaces de soslayar los inconvenientes de
este sistema experimental (cada vez mas evidentes), sin
perder las ventajas derivadas de trabajar con poblaciones
puras de hepatocitos mantenidas en un medio estrictamente
controlado. El cultivo de células hepaticas constituye el
paso siguiente en el desarrollo de modelos experimentales
de larga duracién.

1.2. EL CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE RATA ADULTA.

Basicamente se han desarrollado dos tipos
distintos de cultivo hepatico: las lineas continuas de
células hepaticas transformadas y los cultivos primarios.

Las lineas continuas derivadas de <células
parenquimatosae o de hepatomas, no constituyen en general



la mejor aproximacién al estudio del metabolismo
hepatico, ya que las células transformadas, de intensa
proliferacién, sélo conservan algunos de los mecanismos
reguladores y funciones propias de 1la célula adulta,
expresando en cambilo caracteristicas marcadamente
fetales.

Idénticos argumentos podrian aplicarse a 1los
cultivos primarios de hepatocitos fetales, donde 1la
actividad metabélica tampoco representa la del hepatocito
adulto, a pesar de que 1la célula mantiene una cierta
capacidad de proliferacién en cultivo, e incluso llega a
expresar algunas funciones diferenciadas (11).

En 1la actualidad, el cultivo primario de
hepatocitos de rata adulta constituye tal vez la
alternativa experimental méAs aproximada al higado in vivo
para el estudio de 1la funcionalidad ©bioquimica del
hepatocito y de 1los factores responsables de su
regulacién, como han sefialado diversos autores (12-15),
con considerables ventajas con respecto al hepatocito
aislado. Este sistema experimental permite la utilizacién
de condiciones de ensayo y <cultivo perfectamente
definidas y controlables por el investigador, 1lo que
facilita el estudio de gran niumero de variables en un
mismo cultivo, al tiempo que pernmite una gran
flexibilidad en el disefio de los distintos experimentos.

El mantenimiento del hepatocito en cultivo,
permite la recuperacién de la célula de las alteraciones
sufridas durante el proceso de aislamiento (2,6,8), de
tal forma que se ha sugerido que son necesarias al menos
24 horas de cultivo para permitir la normalizacién de la
funcionalidad metabélica de la célula aislada antes de su
utilizacién con plenas garantias en 1los distintos
estudios. Este tiempo de adaptacién a cultivo permite por
otra parte, que la célula quede libre de las influencias
hormonales o nutricionales propias del estado metabélico

del animal del que fué aislada, influencias que
complicaban en cierta medida 1la 1interpretacién de
"resultados (p. ej. accién hormonal) en el hepatocito
aislado.

Una vez en cultivo, la célula exhibe una cierta
estabilidad metabélica que permite 1la realizacién de
estudios a medio y largo plazo en una poblacién de
elevada viabilidad, compuesta mayoritariamente (>95%) por
hepatocitos. No obstante, la supervivencia del hepatocito
en cultivo presenta dos problemas esenciales cuya
solucién ha sido y es objeto de esfuerzos impertantes por
diferentes investigadores; por una parte la presencia de
SBF como componente necesario para el mantenimiento
prolongado de la célula en cultivo (2,12) introduce en el
medio de cultivo una variable que escapa al control del



investigador, dada su composicién compleja y a menudo
desconocida, que varia ademAs en funcién del lote
considerado. Por otra parte existe el problema de la
"desdiferenciacién” del hepatocito adulto con el tiempo
de cultivo, proceso por el <cual 1la célula pierde
progresivamente funciones especializadas, que son
sustituidas por funciones propias del hepatocito fetal.

Aunque algunos componentes del SBF (hormonas,
factores de crecimiento fetales, etc) pueden inducir o
acelerar la manifestacién en cultivo de caracteristicas
fetales (16, la desdiferenciacién del hepatocito
cultivado ha podido constatarse incluso en ausencia  de.
SBF, y en diferentes sistemas de cultivo (14,15,17,18).
En la actualidad se considera que la solucién a ambos
problemas pasa indudablemente por la modificacién del
entorno en que el hepatocito se halla inmerso in vitro,
tanto en la composicién del medio de cultivo, como en el
soporte sustrato de la célula (14,19,20).

El uso de soportes para cultivo que se asemejan
al soporte biolégico, tales como membranas flotantes o
gel de colageno (21>, fibronectina 22>, biomatrices
compuestas por mezclas complejas de proteinas (23) o
cocultivos con otros tipos celulares (14), permite el
mantenimiento de los hepatocitos por periodos prolongados
que oscilan de 1 semana a meses dependiendo del tipo de
sustrato considerado. No obstante la buena supervivencia
y la preservacién de la morfologia del hepatocito no se
acompafia siempre del mantenimiento prolongado del estado
diferenciado de la célula.

Las modificaciones introducidas en la composicién
del medio de cultivo, consisten fundamentalmente en 1la
inclusién de hormonas y nutrientes necesarios para
reemplazar el SBF (24-26), consiguiendo de esta manera el
mantenimiento del hepatocito en un medio estrictamente
definido. El empleo de medios suplementados de esta
manera, si bien no consigue prolongar de forma
espectacular la supervivencia del hepatocito en cultivo,
resulta fundamental para el mantenimiento de la
funcionalidad metabélica diferenciada.

En este sentido resulta imprescindible la
inclusién de insulina y dexametasona (17,24,27-30). La
base del efecto de la insulina no se conocen todavia con
detalle, aunque debe relacionarse con la estimulacién del
anabolismo celular, incluyendo 1la estimulacién del
transporte de aminoadcidos, y la sintesis de proteinas,
RNA y DNA, y la menor degradacién de macromoléculas (31).
Los glucocorticoides estimulan la sintesis de proteinas
especificas y determinados enzimas (mediante el aumento
de los niveles de mRNA especificos) mientras que por otra
parte aumentan la supervivencia del hepatocito en



cultivo. Su mecanismo de accién es poco conocido aunque
puede estar implicada una estabilizacién de los lisosomas
que disminuye la autofagia (32) y la inhibicién de 1la
produccion de ciertas proteasas (33).

Se puede por tanto concluir que el uso combinado
de un soporte que se asemeje a la matriz biolégica del
hepatocito en el higado y de un medio nutritivo
complementado adecuadamente puede mejorar sensiblemente
el estado metabdélico y favorecer 1la expresiéon de la
funcionalidad adulta en cultivo, a 1la vez que ha
permitido la eliminacién del SBF como componente
necesario para el cultivo primario de hepatocitos.

En condiciones que favorezcan 1la estabilidad
funcional, el cultivo primario de hepatocitos de rata
adulta constituye pues un modelo experimental In vitro
idéneo, que puede aplicarse a estudios de metabolismo de
drogas y carcinégenos (34,35), de regeneracioén hepética
(36,37, de 1los mnecanismos que controlan la expresién
génica 38,39, y de 1los mecanismos de regulacién
metabdélica de funciones especificas como la sintesis de
proteinas plasmaticas (40,41) y 1lipoproteinas (42), 1la
sintesis de urea (43,44), de cuerpos ceténicos (45) y el
metabolismo hepatico de hidratos de carbono, objeto final
de este trabajo, y que mias adelante revisamos con mas
detalle.

Pese a los avances conseguidos, no existe todavia
un acuerdo general sobre el medio y sustrato ideal que
permitan preservar la supervivencia de los hepatocitos
con actividad funcional equiparable a la del hepatocito
in vivo, de forma que ambos parametros van a variar en
funcién de las condiciones de cultivo (medio y sustrato)d
empleadas particularmente por cada investigador.

En: las condiciones de cultivo empleadas en
nuestro estudio (13,46,47), los hepatocltos se cultivan
sobre fibronectina y se mantienen en ausencia de SBF en
un medio quimicamente definido, suplementado inicialmente
con insulina, donde la dexametasona desempefia un
importante papel no sélo en la supervivencia sino también
en el mantenimiento de caracteristicas fenotipicas
adultas (28,48,49).

En estas condiciones la supervivencia del
hepatocito se limita a un méximo de 6-7 dias, pasados los
cuales la célula se retrae y despega de la placa formando
laminas. La razén de esta corta supervivencia no se
conoce con exactitud, aunque parece relacionada con 1la
autodegradacién de las membranas plasmaticas por
proteasas producidas por el propio hepatocito (B0), y es
posible mejorar 1la supervivencia <con 1la adicién de



inhibidores de proteasas (tal como el inhibidor de 1la
tripsina sérico) al medio de cultivo.

La mayoria de estudios que se realizan en el
hepatocito cultivado <(hepatotoxicidad de xenobioéticos,
regulacién de distintas funciones, etc.? necesitan
incubaciones prolongadas, si Dbien éstas rara vez
sobrepasan el limite de varios dias. Por consiguiente,
mAs que la supervivencia prolongada del hepatocito en
cultivo, resulta imprescindible el mantenimiento de 1las
caracteristicas funcionales y -la capacidad -de respuesta
de 1la célula hepatica <(en forma comparable a la
. encontrada in vivo) durante el tiempo requeridag para los |
diferentes ensayos.

La expresién en cultivo de algunas funciones
metabélicas (como el caso la sintesis de urea (43) o la
expresién del citocromo P-450 (51) por tiempos mas o
menos prolongados) puede ser influenciable por las
proplas condiciones de cultivo.” En este sentido, el
modelo experimental es lo bastante flexible como para
permitir la optimizacién de las condiciones de cultivo
introduciendo 1las modificaciones oportunas para el
mantenimiento de determinada actividad.

A pesar de 1los inconvenientes sefialados, la
experimentacién sobre hepatocitos en cultivo primario
presenta considerables ventajas metodolégicas frente a
los sistemas clasicos, que resumimos finalmente:

— Trabajar con una poblacién homogénea de
hepatocitos viables en todo momento. Las
células dafladas se despegan esponténeamen-—
te, y son eliminadas con el cambio de
medio.

- Los hepatocitos disponen de tiempo
suficiente para recuperarse de cualquier
lesién sufrida durante el aislamiento, ¥y
es posible realizar estudios metabélicos
durante dias.

— Por Gltimo una extraordinaria flexibilidad
para el disefio de los experimentos, en
condiciones siempre estrictamente contro-
lables, pudiendo trabajar simulténeamente
con miltiples variables.

Todo ello convierte al hepatocito cultivado en el
modelo alternativo, y complementario a la experimentacién
in vivo, con mas posibilidades reales de aplicacién en el
estudio de la funcionalidad y metabolismo hepaticos.



El +trabajo que aqui presentamos, muestra los
estudios realizados en el hepatocito cultivado en
ausenclia de SBF sobre una de las funciones mas
caracteristicas e importantes de la célula hepatica, el
metabolismo de hidratos de carbono, cuya descripcién se
expone de forma resumida en el apartado siguiente.



2. EL METABOLISMO HEPATICO DE HIDRATOS DE CARBORO.

La glucosa es un compuesto esencial para 1la
supervivencia de células y organismos complejos ya que,
a) es el sustrato energético fundamental para 1la
produccién del ATP necesario para 1la supervivencia y
funcionalidad celulares, y  b) es necesaria para la
sintesis de componentes esenciales de las estructuras
membranosas celulares, como son las glicoproteinas, los .
" glicolipidos y los polisacaridos estructurales.

Cerebro, misculo, células de la sangre y de otros
tejidos, obtienen la glucosa exclusivamente del aporte
sanguineo, dado que no est&dn equipados para su
biosintesis. Ello hace necesario que exista una gran
estabilidad en los niveles sanguineos de glucosa a pesar
de los cambios sustanciales que ocurren en el aporte de
la hexosa (via absorcién intestinal). Esta se consigue
gracias a 1la existencia de 1los complejos mecanismos
hepadticos que oscilan entre la captacién y liberacién de
glucosa al torrente circulatorio, dependiendo de 1la
concentracién de la propia glucosa y del status hormonal
del organismo (52-54).

El mecanismo de control e interrelacién de las
vias metabdélicas que componen el metabolismo de la
glucosa del hepatocito no ha sido atGn completamente
dilucidado (55,56). &8in embargo, en lineas generales
puede considerarse que cuando el aporte de glucosa es
elevado, el higado se ocupa de su utilizacién,
almacendndola como glucégeno o bien sintetizando &cidos
grasos (previa glucolisis). Cuando el nivel plasmAtico de
glucosa desciende, el higado aporta glucosa primeramente
a partir de 1las reservas de glucégeno. Estas son sin
embargo limitadas, y +tras wunas horas de ayuno el
mantenimiento de la glucemia se debe enteramente a 1la
biosintesis de glucosa a partir de precursores no
glucidicos. En esta situacién 1la glucolisis se hace
minima.

Mientras que la glucolisis ocurre en todos los
tipos celulares del organismo, la gluconeogénesis sé6lo se
encuentra en el higado y en 1la corteza renal. El
glucégeno puede almacenarse en casi todos los tejidos,
sin embargo s6lo en el higado desempefia un papel
importante en el mantenimiento de la glucemia.

De esta manera, el metabolismo hepatico de

hidratos de carbono se convierte en una de las funciones
esenciales del higado, cuyo fallo puede comprometer 1la



supervivencia del organismo completo. Gracias a la
estricta y compleja coordinacién de las vias metabélicas
que vamos a describir, el higado desempefia el papel de
"glucostato" del organismo (57,58, definicién que
contempla la importante actuacién dinadmica del propio
érgano en la regulacién de la glucemia, lejos de 1la
consideracién del papel del higado como mero almacenador
de glucosa/glucégeno. '

2.1. GLUCOLfSIS Y GLUCONEOGENESIS.

La glucolisis es la secuencia metabdlica que
convierte la glucosa en piruvato y lactato, de manera que
provee a la célula de energia en condiciones aerobias y
anaerobias. En el higado sélo se encuentra una activa
glucolisis en situacién de anoxia, o tras una muy elevada
carga de glucosa (59>, y se ha propuesto que su papel
principal en el hepatocito no es la produccién de ATP
sino la transformacién de carbohidratos en grasa (60). La
glucosa para 1la glucolisis hepatica proviene de 1la
glucosa sanguinea, y también de forma muy impotante del
propio glucégeno (61).

La gluconeogénesis es la via metabdélica opuesta a
la glucolisis, y consume energia que es utilizada para la
sintesis de glucosa a partir de precursores no
glucidicos. Los principales sustratos iIin vivo son el
lactato, piruvato, glicerol y algunos aminoadcidos. El
papel de la @gluconeogénesis no es Unicamente la
produccién de glucosa destinada a la utilizacién por los

tejidos extrahepaticos durante el ayuno. La
gluconeogénesis también contribuye a la utilizacidén de
los aminoAcidos liberados por el misculo durante el

ejercicioc intenso, principalmente alanina (62), y del
lactato producido continuamente por los eritrocitos, que
se acumula también de forma importante con el ejercicio
muscular (63).

El Esquema I muestra la secuencia de reacciones
que comprenden la glucolisis y gluconeogénesis. Estas
estédn catalizadas en su mayor parte por enzimas comunes,
que intervienen en reacciones reversibles cuya velocidad
estd esencialmente controlada por la concentracién de
sustratos y productos. Estos pasos tienen poca influencia
en el flujo metabdlico total en una u otra direcciédén.
S6lo tres pasos estén catalizados por enzimas diferentes
para el sentido glucolitico o gluconeogénico de la via, y
constituyen loe puntos principales de regulacién.



Esquema I; GLUCOLISIS Y GLUCONEOGENESIS

GK
Glucosa G—j—P
G-6—-Pasa PFK 2
F-6-P F-2,6-P:
FBF 2
FBF 1 PFK 1
Dihidroxiacetona-P Gliceraldehi do 3-P
1,3 Difosfoglicerato
3 Fosfoglicerato
2 Fosfoglicerato
PEP
PEPCK
PK
Oxalacetato
Piruvato
PC
Lactato
MITOCOHDRIA CITOSOL



2.1.1. Enzimas implicados en 1la regulacién de
ambas vias. Ciclos fatiles.

Como hemos dicho, existen Gnicamente tres puntos
donde las secuencias glucolitica y gluconeogénica
difieren, con respecto a los enzimas que catalizan el
flujo metabdlico en una u otra direccidén. Estos son:

12) La interconversién entre glucosa y G-6-P
(Esquema IDD.

22) El paso de F-6-P a F-1,6-P= (Esquema III).
32) La interconversién de PEP a Piruvato

(Esquema V).

Si cada una de estos ciclos funcionara en ambos
sentidos con idéntica velocidad, no existiria flujo neto
de metabolitos encontrandose Gnicamente un reciclaje
fatil, cuyo balance final es la hidrélisis de ATP en ADP
y Pi, y la pérdida de energia en forma de calor. El papel
de estos ciclos incluye (64) el control del flujo
metabdélico, la amplificacién de sefilales reguladoras y la
regulacién de la termogénesis mediante el control de 1la
. _hidrélisis de ATP. El1 flujo unidireccional, en uno u otro
sentido, se consigue cuando una actividad enzimatica es
estimulada o cuando se inhibe la contraria, o bien cuando
ocurren ambas circunstancias a la vez.

Estos mecanismos se observan en el higado, donde
la actividad de 1los enzimas clave de ambas vias esta
controlada por varios medios que incluyen, la existencia
de determinados metabolitos activadores o inhibidores, 1la
regulacién hormonal a corto plazo por modificacién
covalente de varios enzimas, y los mecanismos de
regulacién a largo plazo que conllevan sintesis o
degradacién de proteinas especificas.

Todos ellos han sido revisados en excelentes
trabajos (65-67), por 1lo que nos limitaremos uGnicamente a
sefialar ‘las caracteristicas particulares mAs importantes
de cada uno de los ciclos mencionados.

2.1.1.1. Ciclo entre glucosa/glucosa-6-fosfato.

- GLUCOKINASA <(GK): es el enzima hepatico que
cataliza la formacién de la G-6-P y es esencial para
todas las vias de utilizacién de la glucosa. En el higado
de rata, se presenta como monémero de PM 50.000.
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Esquena II; CICLO 6LUCOSA/6LUCOSfl 6-P

Glucosa
ATP Pi
GK
ADP
G-6-P

E1l higado adulto contiene una muy pequefia
proporcidén de hexokinasa de Dbaja Km» por lo que la
fosforilacién de 1la glucosa depende fundamentalmente de
la actividad GK. Esta presenta una Kz para la glucosa de
alrededor de 7-10 mM C68), con una cinética ligeramente
sigmoidal para su sustrato, lo que convierte a la GK en
un enzima muy sensible a pequefios cambios en la
concentracién externa de glucosa en el rango fisioldgico.

La GK puede también fosforilar otros azucares,
como la mafosa o la fructosa, pero con una Km tan elevada
que su papel no se puede considerar relevante in vivo. De
la misma manera, aunque el enzima puede ser inhibido por
G-6-P, la Ki es tan elevada (60 raM) que no se puede
considerar que el producto de reaccidn presente un papel
importante en la regulacidén de la actividad GK.

No ha podido demostrarse ningtn mecanismo de
control a corto plazo de la GK, cuya actividad se
considera regulada fundamentalmente por la concentracidn
de su sustrato. Sin embargo, la actividad GK es afectada

de forma importante a largo plazo, disminuyendo
considerablemente con el ayuno prolongado (48-72 horas) vy
la diabetes (68). La realimentacidn con dietas ricas en
carbohidratos, o la administracidén de insulina pueden
restaurar la actividad GK a niveles normales. El
mecanismo parece estar mediado por la disminucidén en el
contenido en c-AMP, que algunos autores (69) han
considerado como la sefial reguladora de la transcripcidn
del gen de la GK, bajo 1la accidén "permisiva” de 1los

glucocorticoides.

- GLUCOSA—6— FOSFATASA (G-6-Pasa) : cataliza el
paso de G-6-P a glucosa, y es esencial en el papel que el
higado desempefia en el mantenimiento de 1la glucemia, vya
que permite la salida de la hexosa, proveniente de
glucdégeno o gluconeogénesis, al torrente circulatorio. A
diferencia del Thigado, el musculo contiene muy baja
actividad G-6-Pasa (70).
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Se ha descrito una pequefia inhibicién del enzima
por sus productos (glucosa y Pi), pero su significacién
fisiolégica no es importante. Por otra parte, la
concentracién intracelular de G-6-P se halla muy por
debajo de 1la Xw del enzima (3 mM), por 1lo que se
considera al propio sustrato como el regulador
fisiolégico de la actividad G-6-Pasa.

El enzima se halla unido al reticulo endoplasmico
¥y su actividad en el higado de ratas normales alimentadas
(14 U/g> excede a la actividad GK (3 U/g). La actividad
G-6—-Pasa est4 sujeta a regulacién a 1largo plazo, vy
aumenta considerablemente con el ayuno y la diabetes.

— CARACTERYSTICAS DEL CICLO FoTIL : este paso es
fundamental tanto para la secuencia glucolitica/gluconeo-—
génica como para el metabolismo hepatico del glucégeno.

Las caracteristicas de los dos enzimas implicados
hacen que el sistema (Esquema 1II) sea siempre operativo,
y esté regulado principalmente por la concentracién
intracelular de 1los sustratos respectivos, o por la
concentracién relativa de ambos enzimas, determinada por
el estado hormonal o nutricional del organismo. A pesar
de que la existencia de un reciclaje fatil de metabolitos
supone un gasto constante de energia, en este caso
presenta ventajas particulares ya que facilita 1la
regulacién de la entrada/salida de glucosa del hep&tocito
con una muy réapida respuesta a cambios minimos en 1la
concentracién intracelular de glucosa 6 G-6-P.

Se ha observado un cierto reciclaje en el higado
de animal alimentado, sin embargo este no es téan elevado
como podria esperarse dado que:

a) la elevacién de 1la glucosa externa
favorece 1la produccién de G-6-P, pero
esta no se acumula puesto que
simultaneamente se activa su utilizacién
via sintesis de glucdégeno o glucolisis,
como veremos mAs adelante

b)> en circunstancias donde se produce una
elevacién de G-6-P, se favorece su
conversién a glucosa; sin embargo el
reciclaje de ésta hacia G-6-P no puede
ser elevado puesto . que la glucosa
difunde con relativa rapidez fuera del
higado y no existe estancamiento en 1la
célula.

En el ayuno existe un menor reciclaje metabélico
debido a que se observa una menor concentracién de



glucosa y una disminucién en la actividad GK a la vez
que aumenta la G-6-Pasa.

Este breve resumen corresponde a la visién mas
cléasicamente aceptada (65) en cuanto a los mecanismos de
regulacion del ciclo glucosa/G-6-P, donde la velocidad de
las reacciones del ciclo se considera (como hemos dicho
anteriormente) determinada por 1la disponibilidad de
sustrato (glucosa y G-6-P)>. Sin embargo 1las daltimas
evidencias descritas en el hepatocito cultivado (71D
sugieren que el ‘ciclo podria estar regulado de forma
directa por las hormonas pancreaticas, de forma que la
insulina actuaria estimulando el flujo a través de la GK
y disminuyéndolo a través de la G-6-Pasa, mientras que el
glucagén aumentaria extraordinariamente el flujo a través
de la G-6-Pasa sin modificar el flujo de la GK.

2.1.1.2. Ciclo entre fructosa—-6—fosfato/fructosa
1,6-bifosfato.

— 6-FOSFOFRUCTO 1-KINASA (PFK 1): es el enzima
glucolitico que cataliza 1la formacién de F-1,6-P= a
partir de F-6-P y ATP. Se encuentra como tetréamero, de PM
aproximado 340.000. Se han descrito numerosos isoenzimas
de la PFK, con propiedades cataliticas semejantes.

La PFK 1 es un ejemplo tipico de enzima
multimodulado, ya que es regulada por sus sustratos (el
ATP es efector negativo, y la F-6-P es efector positivo,
capaz de eliminar la inhibicién por ATP) y por una serie
de metabolitos reguladores alostéricos, que pueden a su
vez reforzar 1la accién de los sustratos. Citrato y
glicerol-3-fosfato son efectores negativos, mientras que
G-1,6-P=z, F-1,6-P=, Pi, NHa, AMP y F-2,6-P= son efectores
activadores del enzima.

En condiciones fisiolégicas, se puede considerar
como efectores mAs importantes al AMP y la F-2,6-P=, que
activan el flujo glucolitico de forma sinérgica (72>. La
F-2,6-P= aumenta la afinidad de la PFK 1 por su sustrato
(F-6-P), y actia eliminando la inhibicién causada por el
ATP. Su eficacia como activador es 2-3,5 érdenes de
magnitud superior a la de sus isémeros F-1,6-P= vy
G-1,6-P=. El papel activador del AMP es, en cambio, muy
importante en la anoxia.

La PFK 1 estéd también sujeta a modificacién
covalente por accién del glucagén, via fosforilacidn del
enzima mediada por una c—-AMP protein kinasa, sin que ello
modifique sus propiedades cataliticas (65). El1 efecto
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fundamental del glucagdn sobre el enzima se debe a que la
hormona provoca la destruccidédn de la F-2,6-Ps>.

Su actividad especifica disminuye a largo plazo
en el ayuno y la diabetes, debido a una mayor degradacidn
del enzima provocada por la pérdida inespecifica de masa
proteica hepatica en estas situaciones, facilitada por la
desaparicidén del "factor estabilizante" F-2,6-Ps: (73).

Esquena I1I; CICLO F-6-F/F-1,6-Pz, Y SU CONTROL POR DIFERENTES EFECTORES

ATP AMP
Citrato F-2, 6-P:
Glicerol 3-P Pi
F-6-P
ATP Pi
PFK 1 FBF 1
ADP
F-1,6-P
F-6-P
F-2,6-P2
F-1,6-P2
AMP
Pi

- FRUCTOSA 1f6-BIFOSFATASA (FBF 1): este enzima
cataliza la reaccidén inversa, en la gque se produce F-6-P
y Pi a partir de F-1,6-Pr2:. La actividad enzimédtica
presente en el higado de rata es unas 5 veces superior a
la de pFk 1. La FBF 1 es ademads dependiente de Mg4™.

Excepto la histidina, no se conocen efectores
alostéricos positivos de la FBF 1. Sin embargo, en su
regulacién en condiciones fisioldgicas debe considerarse
el papel inhibidor que desempefilan AMP y F-2,6-Pi2, en
accién sinérgica (Ki 25 y 2,5 pM respectivamente), vy el
Pi, producto de reaccién. La accién del AMP es mas
importante a elevadas concentraciones de F-1,6-Ps:, en
cambio la inhibicién producida por la F-2,6-P2 es mucho
mads importante a bajas concentraciones del sustrato.

Es posible también la modificacidén covalente del
enzima, por fosforilacién provocada por el glucagbdbn via
activacién de la c-AMP protein kinasa. A semejanza de lo
descrito para la PFK 1, 1la fosforilacién de la FBF 1
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tampoco provoca cambios sustanciales en la actividad del
enzima.

- 6-FOSFOFRUCTO 2-KINASA/FRUCTOSA 2, 6-BIFOSFATASA
<PFK 2/FBF 2): esta proteina bifuncional <73) cataliza la

sintesis/degradacién de F-2,6-Ps>, y su actividad
determina la concentracidédn del efector presente en la
célula (Esquema 1IV) ; incluimos este enzima en el mismo
apartado, dada la importancia de la F-2,6-P:z como

activador de la PFK 1 e inhibidor de 1la FBF 1.

El enzima parece ser un dimero de PM 100.000
(74), cuya actividad en el higado es del orden de 60 mi/g
para la FBF 2 y de 20 mU/mg para la PFK 2.

La regulacidén de su actividad en el hepatocito,
es el resultado de mecanismos de modificacidén covalente
(fosforilacidén/defosforilacidn) y de la influencia de
distintos efectores de bajo peso molecular.

La actividad PFK 2, cuyo resultado es la sintesis
neta de F-2,6-P:z a partir de F-6-P y ATP, es estimulada
por el AMP y el Pi, que refuerzan asi su accidén sobre la
PFK 1. M&s recientemente se ha descrito (75) que existe
un requerimiento absoluto de Pi para que el enzima sea
activo. La F-6-P activa la PFK 2 al tiempo que inhibe 1la
FBF 2. PEP y glicerol-3-fosfato inhiben la actividad PFK
2, de forma parecida a su actuacidn sobre la PFK 1. Sin
embargo esta fosfofructokinasa no es 1inhibida por Ila
presencia de ATP.

Esquema 1V; SINTESIS/DE6RMACION DE F-2,6-P:. Y SU CONTROL POR DIFERENTES EFECTORES

Glicerol 3-P

PEP F-6-P
F-6-P /!
Pi O
PFK 2 FBF 2

\Y
0

F-6-P Glicerol 3-P

-2, 6-P;
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La actividad FBF 2 es fuertemente inhibida por 1la
F-6-P, 1inhibicién que puede ser contrarrestada por 1la
presencia de glicerol-3-fosfato en el rango de
concentraciones fisiolégicas. A diferencia de la FBF 1,
el enzima no es inhibido por el AMP.

La actuacién de los efectores es importante en
ausencia de estimulacién hormonal, sin embargo el
mecanismo mAs importante de regulacién de la biosintesis
de F-2,6-P= hasta ahora conocido (e indirectamente, de la
actividad PFK 1), es el ejercido par el glucagén (y B-
adrenérgicos) via elevaciéon del c-AMP y fosforilacién del
enzima (74). Esta causa una disminucién muy importante de
la actividad PFK 2, elevando la K. para la F-6-P ¥y
disminuyendo la sensibilidad del enzima a los efectores
positivos, a la vez que lo convierte en mis sensible a
los inhibidores. La FBF 2 fosforilada es unas 4 veces mas
activa debido a una elevacién de la Vmm- del enzima.

Es interesante el hecho de que la PFK 2 puede ser
fosforilada y por tanto inactivada, por 1la glucégeno
fosforilasa (GF) kinasa, siendo a su vez reactivada por
la GF fosfatasa <(77). Esto sugiere que la glucolisis/
gluconeogénesis y la sintesis/degradacién de glucégeno
pueden estar coordinadas, de manera que a la activacién
de la glucogenolisis seguiria la simulténea disminucién
de la utilizacién de glucosa (glucolisis) y la activacioén
de la gluconeogénesis, y viceversa.

— CARACTERISTICAS DEL CICLO FoOTIL: dada 1la
importancia de la F-2,6-P= como efector mAs importante de
la PFK 1 y la FBF 1, cabe esperar que el ciclo funcione
entre dos situaciones extremas provocadas por la
concentracién de este efector.

Durante el ayuno efectivamente se observa un
flujo gluconeogénico unidireccional ya que la actividad
PFK 1 es minima debido a las bajas concentraciones
existentes de F-2,6-P= (78). En el animal alimentado, con
elevadas concentraciones intracelulares de F-2,6-P= (y
por tanto la PFK 1 activa y la FBF 1 inhibida), cabe
esperar el efecto contrario, con una actividad
glucolitica neta. Sin embargo, se ha observado
experimentalmente en el animal alimentado que al menos
el 30% de 1la F-1,6-P= formada es reconvertida en
glucosa, evidencia de que el ciclo fatil es operativo en
estas condiciones <(65). Esto parece deberse a que la
elevacién de la concentracién intracelular de F-1,6-P=
(debida al flujo activo a través de la PFK 1) reactiva en
cierta medida la FBF 1 (inhibida en presencia de F-2,6-
P=2), y permite por tanto la reconversién en F-6-P.



La utilidad aparente de este reciclaje observado
en el animal alimentado es prevenir 1la acumulacién de
F-1,6-P=z, y de 1lactato, resultado del exceso en 1la
actividad glucolitica y la saturacién de la lipogénesis,
ya que el ciclo opera cuando la cantidad de sustratos
oxidables excede las necesidades energéticas celulares.

2.1.1.3. Ciclo entre fosfoenolpiruvato/piruvato.

— PIRUVATO KINASA (PK): enzima de la secuencia
glucolitica de la via, que cataliza la conversién de PEP
en piruvato, con produccién de una molécula de ATP. Es un
tetramero, de PM aproximado 250.000, que presenta
requerimientos por Mg*™™ y por cationes monovalentes,
siendo el K* el activador biolégico. El higado de rata
contiene unas 50 U/g de actividad PK, unas 5 veces mas
que PEPCK y PC (65).

En los tejidos de mamiferos existen al menos 3

formas isoenzimAticas de PK; la PK-Mr es 1la forma
muscular (también llamada M &6 II), la PK-M= (A, K &6 IID
es la forma mayoritaria en el higado fetal, presente
también en tejido adiposo, rifion, bazo, pulmén,

fibroblastos y otros tejidos fetales (incluido hepatomas
e higado regenerante), y la PK-L <(también llamada PK-I)
que se encuentra principalmente el en higado del animal
adulto y, junto con la PK-M=, en el higado fetal. También
se ha descrito 1la existencia de 1la PK-R, forma
eritrocitaria muy relacionada con la PK-L.

Los tres isoenzimas difieren en sus propiedades
electroforéticas (79>, cinéticas (80> e 1inmunolégicas
81>. Las formas M: y M= estédn muy relacionadas, y se
consideran producto de diferentes mRNA especificos
transcritos a partir del mismo gen <(con procesamiento
distinto) o de genes diferentes muy relacionados (82,83).
Los mismos resultados se han descrito para la PK-L y la
eritrocitaria (82,84).

En el higado del animal adulto, como hemos dicho,
se encuentra la PK-L como forma mayoritaria del enzima,
jJunto con pequefias cantidades del isoenzima M=. Aunque el
mecanismo catalitico es <csemejante para todos los
iscenzimas, existen profundas diferencias en cuanto a las
caracteristicas de regulacién. En este apartado nos
centraremos en la forma L del enzima.

La forma hepatica del enzima estéd fuertemente
regulada por efectores alostéricos. Presenta una cinética
sigmoide para el PEP, que pasa a ser hiperbélica en
presencia del activador F-1,6-P=. En el rango de



concentraciones fisiolégicas de PEP la actividad PK es
minima y precisa la presencia de F-1,6-P= en el rango uM.
El enzima es también activado por elevacién de 1la
concentracién de PEP y la presencia de H™*.

La conformacién menos activa del enzima se
favorece en presencia de ATP <(reversible si existe
simulthaneamente F-1,6-P= ) y de aminoacidos, fundamental-
mente cisteina, alanina y fenilalanina. También son
efectores negativos otros metabolitos como los &cidos
grasos libres y el acetil-CoA.

A diferencia de la PK tipo L, la forma muscular
no es regulada por ninguno de los efectores mencionados.
La PK-Mz= presenta también regulacién alostérica, aunque
menos acusada, siendo activada por la F-1,6-P= e inhibida
por alanina (80,85). Sin embargo no presenta inhibicién
por ATP.

La forma mayoritaria hepatica es la que presenta
mayores diferencias entre especies, y se considera la
forma mAs evolucionada del enzima originada por una
adaptacién al ambiente nutricional hepético, mientras que
el isoenzima fetal M=z, que conserva grandes similitudes
entre especies, se ha catalogado como prototipo
indiferenciado del enzima (86). Las caracteristicas
reguladores de la PK-L, permiten a este enzima un papel
importante en la regulacion del flujo glucolitico/gluco-
neogénico. En base a ello, se ha sugerido (80) que en los
tejidos gluconeogénicos se expresa la PEPCK asociada a
aquellos 1iscenzimas de la PK cuya actividad puede ser
regulada, mientras que en los tejidos donde no aparece la
PEPCK aparece la forma no regulable del enzima.

Existe ademds otra forma de control de la
actividad PK, descrita Gnicamente para la forma hepética,
y que se basa en la fosforilacién del enzima por una
protein kinasa dependiente del c—AMP, en respuesta a

glucagén y adrenalina. La fosforilacién del enzima
modifica sus caracteristicas «cinéticas y disminuye
extraordinariamente 1la actividad del enzima, de tal

manera que este es un punto importante de actuacién del
glucagén en la estimulacion del flujo gluconeogénico.

Sin embargo, los efectores alostéricos de la PK
Juegan un papel muy importante en la modulacién de la
actuacién del glucagén a este nivel. Los metabolitos
activadores son capaces de impedir la fosforilacién del
enzima, mientras que 1los inhibildores favorecen la
conformacién asequible a 1la actuacién de 1la protein
kinasa (87).

La actividad PK hepéatica, es también modificada a
largo plazo. Disminuye tras el ayuno prolongado, las



dietas pobres en hidratos de carbono vy la diabetes,
mientras que la administracién de insulina, e} la
realimentacidédn rica en hidratas de carbono aumentan
considerablemente la cantidad de PK ©presente en el
higado. Los cambios en el contenido en PK inducidos por
la dieta o la estimulacidén hormonal estédn relacionados
con variaciones en la cantidad de m-RNA especifico del
enzima <88,89).

Esquena V;: CICLO FEP/PIRUmO, Y SU CONIROL POR DIFERENTES EFECTORES

Acetil CoA GDP
PEP PEPCK
OL ADP GTP
Oxalacetato
ADP
Piruvato PC —-*-0*-- ATP
ATP ~ AcCoA
\ Q
Glutaraato
- PIRUVATO CARBOXILASA (PC): <cataliza el primer

paso en el sentido gluconeogénico formando oxalacetato a
partir de piruvato, en el interior de la mitocondria. E1
enzima es un tetrdmero de PM 500.000, que se 1localiza
exclusivamente en la mitocondria. Su Kn, para el piruvato
estd en el rango de concentraciones fisioldbgicas del
sustrato, lo que favorece que la actividad gluconeogénica
a partir de piruvato sea dependiente de la concentracidn
del precursor.

La actividad PC es estimulada por la elevada
carga energética y por el acetil-CoA, e inhibida por el
glutaraato.

No se conoce un efecto directo del glucagdbdn sobre
esta enzima, de forma que tradicionalmente la accidén de
la hormona en este ciclo se ha explicado por su actuaciédn
a nivel de la actividad PK (contribuyendo asi a la
estimulacién de 1la gluconeogénesis). Sin embargo, se ha
observado (90) que el tratamiento con glucagédn,
adrenalina o) c-AMP provoca una aceleracidn de la
carboxilacidn del piruvato con la consiguiente
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disminucién de su contenido mitocondrial. Estos efectos
se consideran resultado de otras acclones paralelas del
glucagén en la mitocondria, como el aumento en el
contenido en ATP y acetil-CoA y 1la disminucién de 1la
concentracién de glutamato, que provocarian una mayor
actividad PC, contribuyendo a 1la estimulacién de 1la
gluconeogénesis a partir de piruvato, lactato o alanina.

Por otra parte, ni el ayuno ni 1la diabetes
modifican sensiblemente la actividad PC hepatica.

— FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIKINASA <(PEPCK): esta
enzima cataliza la conversién de oxalacetato en PEP, paso
comin en la gluconeogénesis a partir de lactato, piruvato
y algunos aminoidcidos (alanina). En el higado de rata se
localiza exclusivamente en el citosol, mientras que en el
humano est4 igualmente distribuida entre citosol vy
mitocondria (91). Ambos enzimas son monémeros de PHM
74.000, que difieren en sus propiedades cinéticas e
inmunolégicas. La K« del enzima para el oxalacetato se
halla en el rango de las concentraciones fisiolégicas del
sustrato en el citosol.

El enzima requiere cationes divalentes, siendo el
Fe*+ el activador biolégico cuya accién precisa 1la
presencia de una proteina denominada “ferroactivador". La
concentracién de esta proteina aumenta considerablemente
en higados de animales ayunados y diabéticos, si bien no
estd claro que desempefie un papel importante en 1la
regulacién de la actividad gluconeogénica, dado que en su
distribucidén entre tejidos, no se encuentra siempre
asociada a la PEPCK.

La actividad PEPCK no parece estar sujeta a
control a corto plazo ni por efectores alostéricos, ni
por accién hormonal. Sin embargo existe un acuerdo
general en cuanto al importante mecanismo de control a
largo plazo del contenido hepatico en PEPCK, en respuesta
a la adaptacién a diferentes dietas y estimulos
hormonales (91) que implica variaciones paralelas en la
sintesis del enzima.

El ayuno, la diabetes, 1las dietas ricas en
proteina, la adrenalina, el glucagén y el c—AMP, elevan
considerablemente el contenido en PEPCK (91,92) como
resultado de un aumento en la velocidad de sintesis del
enzima, paralelo a una elevacién de m—RNA especifico.

Los glucocorticoides también aumentan el
contenido en PEPCK, pero de diversos estudios in vitro
parece deducirse que su actuacién principal es

“permisiva™ sobre 1la expresién del gen de 1la PEPCK
inducida por glucagén (93,94) o aminodcidos (92), siendo



la elevacién del contenido en c—AMP la sefial
desencadenante del proceso.

De forma semejante, la administracién in vivo de
insulina, o la realimentacién con glucosa o dietas ricas
en hidratos de carbono, producen una marcada disminucién
del contenido en PEPCK como consecuencia de la
disminucién en el  contenido intracelular de c-~AMP, que
ocasiona a su vez un descenso en la transcripcién del gen
de la PEPCK (95,96).

-—. CARACTERfSTICAS DEL CICLO FoTIL : El reciclaje
entre PEP/piruvato se halla condicionado por 1la propia
localizacién subcelular y 1las caracteristicas de los
enzimas implicados.

La PK es citosélica y estd sujeta a control
hormonal via fosforilacién por vuna protein kinasa
dependiente del c-AMP. Los enzimas gluconeogénicos del
ciclo no estéan aparentemente sujetos a control a corto
plazo. La disminucién a largo plazo de la actividad PEPCK
en el animal alimentado, y de la PK en el ayuno, proveen
a su vez un mecanismo adicional de control del ciclo,
disminuyendo la posibilidad de reciclaje fatil en ambas
situaciones extremas.

Como regla general, a corto plazo, se observa un
mayor reciclaje activo en condiciones glucoliticas
(animal alimentado)> y con piruvato como sustrato. En
condiciones gluconeogénicas (animal ayunado), la
actividad del ciclo se halla limitada principalmente por
la inactivacién de la PK provocada por el glucagén, si
bien esta no es completa ni en las condiciones de maxima
estimulacién hormonal <(87). La presencia de glucagédn
puede también aumentar indirectamente la utilizacién del
piruvato por la PC.

No obstante las particulares caracteristicas de
regulacién alostérica de la PK permiten la existencia de
reciclaje fatil incluso en condiciones gluconeogénicas.
Al igual que ocurria con la F-1,6-P= sobre la FBF 1
durante 1la glucolisis en presencia de un exceso de
sustratos, el aumento de PEP producido durante una
gluconeogénesis muy activa puede actuar estimulando la
actividad PK,y también evitando 1la fosforilacién del
enzima por el glucagén. El hepatocito se protege por
medio de este ciclo fatil de la acumulacién de PEP que
podria provocar la saturacién de la via gluconeogénica.



2.1.2. Regulacién a largo plazo de la glucolisis
¥ gluconeogénesis hepatica.

En el animal adulto, ambas funciones se hallan
sometidas a un estrecho control a largo plazo, ejercido
por las propias condiciones hormonales (insulina,
glucagén, glucocorticoides, etc.) y nutricionales <(tipo
de dieta) que acompafian un determinado status metabdélico
del organismo. Este control es independiente de 1la
regulacién del flujo metabdélico que, a corto plazo,
ejercen estos mismos factores.

La regulacién a largo plazo se debe a 1la
induccién o represién, de manera coordinada, de 1la
sintesis de determinados enzimas, de tal modo que se
favorece la actividad glucolitica o gluconeogénica.

Tal como hemos visto, el ayuno, diabetes vy
dietas ricas en proteina, provocan un aumento en el
contenido hepatico de PEPCK y G-6-Pasa con simulténea
disminucién de la PK y GK, con lo que se favorece la

actividad gluconeogénica. Por el contrario, la
administracién de insulina, 0 la realimentacién con
dietas ricas en hidratos de carbono, conlleva 1la

induccién en la expresién de PK y GK a 1la vez que
disminuye el contenido hepatico de PEPCK. De esta manera
en estas situaciones puede favorecerse el flujo
glucolitico.

Los glucorticoides ejercen un papel fundamental
en el higado adulto regulando la expresién a largo plazo
de estos enzimas, si bien su principal funcién parece ser
la de actuar como agentes "permisivos" en la induccién
causada por glucagén <(PEPCK)> o insulina (GK)>. Por otra
parte la presencia de glucocorticoides es esencial para
la expresién de 1los enzimas gluconeogénicos en 1la
transicion del estado fetal al adulto (97-99).

La influencia de hormonas y nutrientes en 1la
induccién a 1largo plazo de estos enzimas, se ha
relacionado con la existencia de subpoblaciones
hepatocitarias dentro del propio higado en 1lo que se
conoce como "zonacién hepatica" (57,58,100), definida
primeramente para el metabolismo de hidratos de carbono,
en funcién de los gradientes de hormonas, nutrientes y
oxigeno producidos con el paso de la sangre a través del
acino  hepatico. De esta manera, los hepatocitos
periportales, con glucagén como hormona preponderante,
presentan una mayor actividad PEPCK y estan equipados por
tanto para la gluconeogénesis; los hepatocitos
perivenosos, a causa de la réapida degradacién hepatica
del glucagén van a recibir insulina como hormona
mayoritaria, lo que se correlaciona con un elevado
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contenido en PK y GK (101,102) y una mayor capacidad
glucolitica.

Es indudable que los posibles efectos hormonales
y nutricionales a largo plazo deben ser tenidos en cuenta
como factores muy importantes en el mantenimiento
prolongado de la actividad funcional de los hepatocitos
cultivados.

2:1.3. Regulacién a corto plazo de 1la actividad
glucolitica y gluconeaogénica.

Las actividades glucolitica y gluconeogénica
estédn reguladas i1in wvivo por el aporte de ‘glucosa o
sustratos gluconeogénicos y por hormonas, factores que a
su vez modulan la sintesis/degradacion de glucégeno,
gracias a lo cual el metabolismo hepatico de hidratos de
carbono se halla perfectamente coordinado.

Por otra parte, estos agentes actian de forma
coordinada, de manera que las hormonas pueden modificar
el aporte de sustratos desde los tejidos extrahepéticos,
y a su vez 1los propios sustratos pueden provocar la
liberacioén de hormonas. En este caso, sdélo nos
ocuparemos de la regulacién a nivel intrahepatico.

2.1.3.1. Efecto de los nutrientes.

— EL APORTE DE PRECURSORES GLUCONBEOGENICOS es
fundamental para la propia actividad gluconeogénica, sin
embargo en estudios Iin vivo es dificil evaluar el efecto
de los propios sustratos de forma independiente de 1la
accién hormonal. En diferentes sistemas experimentales In
vitro (67) se ha demostrado que la mitad de la méAxima
actividad gluconeogénica del hepatocito, a partir de
lactato, piruvato, alanina o glicerol, se alcanza con
concentraciones superiores a la fisiolégica. Ello sugilere
que la propia gluconeogénesis es una funcidén dependiente
de la concentracién del precursor.

Sin embargo, tampoco los sistemas experimentales
clasicos permiten establecer de forma clara si 1los
precursores actuan directamente en la estimulacién de 1la
biosintesis de glucosa o si por el contrario, su efecto
es meramente provocado por un aumento en la concentracién
de sustrato, dado que 1la necesidad de eliminar 1la
interferencia del glucégeno en estas determinaciones



obliga generalmente al ayuno previo del animal. De esta
forma no se puede descartar la contribucién del glucagén
en la estimulacién del flujo gluconeogénico.

En general se obtienen tasas mayores de
produccién de glucosa a partir de fructosa o glicerol,
precursores que ingresan en la via a nivel de las triosas
fosfato, mientras que lactato, piruvato o alanina parecen
ser menos efectivos. Ello sugiere 1la existencia de un

paso limitante entre piruvato y PEP. La regulacion
ejercida por hormonas y efectores sobre la actividad PK
resulta esencial para la estimulacioén de la

gluconeogénesis en el caso de precursores que ingresan a
nivel pre-mitocondrial, dado que la actividad PK hepatica
se halla en exceso respecto a la PC y PEPCK, favoreciendo
el flujo glucolitico neto (65).

A diferencia de los precursores mencionados, la
utilizacién de aminoacidos como precursores
gluconeogénicos estad 1limitada por 1las correspondientes
transaminasas, y también por 1los propios sistemas de
transporte (a través de la membrana) (67), algunos de los
cuales estdn sujetos a control hormonal (103> por
glucagén, catecolaminas o glucocorticoides.

- LA GLUCOSA entra en la célula y es fosforilada
por la GK, produciendo G-6-P. Cabe esperar por tanto un
incremento secuencial de F-6-P, F-2,6-P= y del flujo

glucolitico, con la simulténea supresién del flujo
gluconeogénicao. Sin embargo existen diferentes
comportamientos in vivo, en funcién del estado

nutricional del animal, y bastantes discrepancias con los
resultados obtenidos en sistemas experimentales in vitro.

En el animal ayunado In vivo no se observa
acumulacidén secuencial de G-6-P y F-6-P hasta pasadas 4-5
horas de la administracién de glucosa, cuando 1los
depésitos de glucégeno han sido recargados, produciéndose
entonces un incremento en el contenido de F-2,6-P= y del
flujo glucolitico (104). La administracién de glucosa al
animal ayunado, puede incluso producir una disminucién
inicial del contenido en hexosas fosfato, que se ha
explicado por 1la réapida estimulacién de 1la glucégeno
sintasa (GS), cuya velocidad de utilizacién de glucosa
excede la capacidad de fosforilacién por la GK (105).
Este mecanismo permite que la glucosa no se desaproveche
via glucolisis en las primeras horas que siguen al ayuno,
y que 1la gluconeogénesis permanezca activa un cierto
periodo.

Sin embargo, en al animal alimentado la

administracion de glucosa provoca una efectiva
estimulacién de la glucolisis, cuya funcién principal es



la sintesis de &acidos grasos (60), pese a que en estas
condiciones se observa, como ya hemos descrito, un mayor
reciclaje de 1la glucosa a nivel de 1los tres ciclos
fatiles.

Hasta ahora, 1los estudios iIn vitro sobre el
papel de la glucosa en la regulacién de la glucolisis y
gluconeogénesis, se han realizado sobre hepatocitos
aislados y muestran resultados que difieren de 1los
obtenidos in wvivo en el animal ayunado. Cuando se
utilizan células aisladas  de animales ayunados, la
administracién de glucosa como Unico sustrato provoca un
rapido incremento en el contenido en hexosas fosfato y
de F-2,6-P= (105), aunque 1la actividad glucolitica no
aumenta hasta que la F-2,6-Pz no ha superado un cierto
nivel. Algunos autores han sefialado que estas
discrepancias pueden deberse a una deficiente utilizacién
de la G-6-P en la sintesis de glucégeno por el hepatocito
aislado, mientras que también se ha sugerido que 1los
efectos evaluados in vivo pueden no corresponder
exclusivamente a la accién de la glucosa, ya que esta
provoca simultaneamente la liberacién de insulina.

Por otra parte, en el hepatocito aislado de rata
ayunada, la administracién de glucosa en concentraciones
fisioloégicas es capaz de suprimir la actividad
gluconeogénica a partir de bajas concentraciones de
lactato (¢ 2 mMd (106>, si bien el flujo gluconeogénico
no disminuye cuando 1los bhepatocitos se incuban con
elevadas concentraciones de lactato (9 mM) ni adGn en
presencia de glucosa 30 mM (107). Sin embargo, la glucosa
en el rango 10-30 mM si impide la gluconeogénesis a
partir de alanina (107). Estos resultados apoyan la idea
de que 1los propios precursores gluconeogénicos deben
considerarse también como factores importantes, tanto in
vivo como In vitro, en la regulacién de 1la actividad
glucolitica/gluconeogénica.

2.1.3.2. Efectos hormonales.

Aunque factores hormonales como las catecolami-
nas, hormona del crecimiento, glucocorticoides, etc.,
también influyen en cierta medida, en este apartado
analizaremos fundamentalmente 1la regulacién in vivo a
corto plazo del flujo glucolitico/gluconeogénico ejercida
por insulina y glucagén, hormonas pancreadticas a las
que se encuentra expuesto el hepatocito directamente via
portal, posiblemente a concentraciones algo mas elevadas
que el resto del organismo.



- EL GLUCAGON acttia en la regulacién de 1la
glucolisis y gluconeogénesis, mediante la elevacidédn del
contenido intracelular de c-AMP, que provoca
secuencialraente la activacidén de la protein kinasa
dependiente de c-AMP. Esto provoca la fosforilacién
coordinada de enzimas importantes en la regulacidn del
metabolismo del glucdgeno (que mas adelante
analizaremos), vy de la via glucolitica/gluconeogénica. Si
bien la actuacién de 1la hormona sobre PFK 1 y FBF 1 no
parece tener gran significado en la regulacidén de la
actividad de estos enzimas, la fosforilacién de la PK vy
de la PFK 2/FBF 2 son esenciales para la estimulacidén del
flujo gluconeogénico por glucagdn, que actiia por lo tanto
a dos niveles distintas.

La fosforilacién de la PK provoca la inactivacién
del enzima y por tanto la disminucidén de la conversidn de
PEP en piruvato, mientras que la actuacidén sobre 1la
actividad PFK 2/FBF 2 tiene como resultado la
desaparicidén de la F-2,6-P2; y la activacién del flujo
gluconeogénico a nivel de la PFK 1 y la FBF 1 (Esquema
VI)

Esquema VI: CONIROL DEL FLUJO 6LUCOLITICO/6LUCONEOGENICO POR 6LUCA66N Y EFECTORES
ALOSTERICOS (65),
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—*mmm e ) ————— F=2.6-P:
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Oxalacetato
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La wvariacién producida en 1la concentracién de
metabolitos tiende a reforzar 1la accién hormonal, de
forma que el aumento en PEP que provoca la inactivacién
de la PK puede inhibir adicionalmente la actividad PFK 2
(Esquema VI)>. Reciprocamente, cualquier circunstancia que
contribuya a una elevacioéon de la F-2,6-P=, y por tanto de
F-1,6-P= (como por ejemplo, un incremento en F-6-P) puede
contrarrestar en cierta medida el efecto del glucagén
sobre la PK, dado el papel de este Gltimo metabolito como
activador alostérico del enzima.

Cuando el efecto de la hormona se evalda en
animales alimentados, que contienen glucégeno, se observa
un cierto reciclaje entre F-6-P/F-1,6-P= provocado por el
incremento en F-6-P que ocasiona la degradacioén
simulténea del glucégeno (66). Los hepatocitos aislados
de animales ayunados responden a la adicién de
concentraciones fisioloégicas de glucagén con un
incremento en la gluconeogénesis (108), si bien no debe
olvidarse que en estas circunstancias 1los supuestos
controles han sido pretratados en cierta medida con
glucagdén, debido al ayuno previo del animal.

— LOS AGENRTES a Y B ADRENARGICOS también pueden
modificar el flujo glucolitico/gluconeogénico, si bien su
acciéon mAs importante se ejerce sobre el metabolismo del
glucoégeno. Los B-adrenérgicos acttan por mecanismo
semejante al glucagén, produciendo elevacién del c-AMP y
activacién de la protein kinasa, pudiendo estimular el
flujo gluconeogénico. ‘

Los o—adrenérgicos actaan al parecer, por
mecanismo independiente del c—AMP, produciendo elevacién
del Ca*" citosélico (61) que tras su wunién a 1la
calmodulina provoca la activacién de las protein kinasas
Ca+*-dependientes. Hasta el momento se han descrito al
menos tres protein kinasas cuya actividad puede ser

regulada por Ca™™ (109, dos de las cuales son
importantes en la regulacién del metabolismo de hidratos
de carbono hepatico: la fosforilasa kinasa y una
glucégeno sintasa kinasa dependiente de calmodulina. La

actuacién de los a—adrenérgicos en el animal alimentado
provoca un aumento en la degradacién de glucégeno, con
secuencial elevacién de hexosas fosfato y F-2,6-P=z, por
lo que de forma indirecta producen finalmente 1la
estimulacién del flujo glucolitico. En el animal ayunado
producen por el contrario una activacién de la
gluconeogénesis, pero la base de esta accién permanece
por resolver dado que no se han descrito efectos claros
sobre la actividad PK mediados por protein kinasa Ca**-
dependientes (65,109). En ausencia de Ca** pueden actaar
como B-adrenérgicos, con ligeros efectos semejantes al
glucagdén, e inhibicién del flujo glucolitico (110).



Tal como sugirieron Exton y col. (111), estos
agentes no parecen desempefiar un importante papel en 1la
regulacién del metabolismo de hidratos de carbono, dado
que su concentracién plasmidtica no alcanza niveles
elevados, y ademAs varia de forma muy répida. Una de las
circunstancias donde las catecolaminas parecen desempefiar
un papel muy importante es durante el ejercicio intenso o
en situaciones de stress, tanto en la estimulacién de la
glucogenolisis muscular y hepatica <(61) como de 1la
utilizacién del lactato producido, dado que su
concentracién aumenta considerablemente (63,112).

- LA INSULINA desempefia también un importante
papel en la regulacién de esta via metabdélica, activando
la glucolisis y disminuyendo el flujo gluconeogénico,
bien directamente, bien antagonizando al glucagén.

S6lo se han demostrado efectos de la hormona a
corto plazo de forma reproducible, cuando la insulina
antagoniza 1la accién de concentraciones subéptimas de
glucagéon (111) y otras hormonas dependientes de c-AMP
como los B-adrenérgicos (109), bloqueando la acumulacién
de c—-AMP inducida por esta hormona, y evitando asi 1la
inactivacién de la PK (113) y la desaparicién de F-2,6-P=
(114>. En los animales diabéticos, la adicién de insulina
restituye 1la actividad GK y los niveles normales de
F-2,6-P= (78), como posible resultado del antagonismo
sobre la accién del glucagén. Se ha descrito también un
antagonismo de 1la insulina sobre 1la accién de las
hormonas Ca**—dependientes (108).

Los intentos de demostrar in vitro efectos claros
de la insulina por si sola, en modelos experimentales
como el hepatocito aislado, muestran a menudo resultados
dudosos. Asi mismo, tampoco se ha establecido claramente
si la hormona puede actuar por mecanismos directos
diferentes de aquellos mediados por alteraciones en los
niveles de. c—AMP.

Recientemente, en hepatocitos de ratas
alimentadas, ha podido demostrarse una accién directa de
la hormona en la activacién de la PK (115) en ausencia de
pretratamiento con glucagén, probablemente a través de
una accién estimuladora sobre la actividad PK fosfatasa
(116>. En estas mismas circunstancias, 1la hormona no
modifica los niveles intracelulares de F-2,6-P=z (117> vy
la disminucién que produce sobre la gluconeogénesis (118)
debe explicarse por tanto por su accidédn sobre la PK.

En los hepatocitos obtenidos a partir de ratas
ayunadas (probablemente contrarrestando el efecto del
glucagén), la hormona restituye los niveles de F-2,6-P=
hasta valores normales, previo incremento en el contenido



de hexosas fosfato. En este caso, no se ha establecido
si la 1insulina puede actuar directamente sobre 1la
actividad PFK 2/FBF 2, o si su accidén es consecuencia
indirecta de la elevacidén del contenido intracelular de
F-6-P, tal como ocurre con la administracién de glucosa a
los hepatocitos ayunados.

2.2. SfNTESIS Y DEGRADACIOR DE GLUCO6GERO.

Las células animales almacenan glucosa en forna
de glucégeno, polisacarido de reserva con funciones
semejantes a las del almidém en 1las plantas, que se
presenta en forma de granulos en el citosol a menudo
asociados a una fraccién proteica, en la que se han
podido localizar enzimas responsables de su metabolismo.

En la mayoria de los tejidos, incluyendo el
misculo, el papel del glucégeno es el de aportar
sustrato glucolitico para el propio tejido en aquellas
situaciones en que la glucosa o el oxigeno son escasos.
En cambio el higado almacena glucégeno, no para su
utilizacién en el mismo 6rgano, sino como fuente
inmediata de glucosa para el mantenimiento de 1la
concentracién sanguinea de 1la hexosa, en beneficio de
otros tejidos, especialmente cerebro y eritrocitos. De
esta manera, durante los periodos breves de ayuno, el
nivel de glucemia se mantiene inicialmente gracias a 1la
rapida degradacién del glucégeno hepatico, en proceso
controlado por distintos factores hormonales  y
nutricionales. En el animal alimentado, el glucégeno
puede representar el 10% del peso humedo del higado,
mientras que la concentracién alcanzada en el misculo es
del 1-2%.

La sintesis y degradacién de glucégeno, junto con
las secuencias enzimaticas implicadas es su activacién,

se muestran representadas en el Esquema VII.

El glucégeno se sintetiza, a partir de 1la

glucosa sanguinea 6 la derivada de precursores
gluconeogénicos, por incorporacién de unidades glucosilo
activadas, a cadenas preexistentes de glucégeno. La

molécula de glucogeno estéd formada por 1largas cadenas
formadas por unidades glucosilo wunidas por enlaces
a~D~(1-4) gracias a la accién de la glucégeno sintasa,
con ramificaciones en enlaces o~D-(1-6) producidas por la
actuacién del enzima 1,4-a—glucano-ramificador sobre las
cadenas formadas por la sintasa.



La degradacidén del polisacarido ocurre por
fosforolisis gracias a la accioén de la glucdgeno
fosforilasa. Este enzima acttila UGnicamente sobre 1los
enlaces oc-D-(1-)4), hasta encontrar los puntos de
ramificacién. En ellos actia el enzima desramificador, la
amilo-1,6-glucosidasa, que hidroliza los enlaces oc-D-

(1-*6) . E1 producto final de 1la degradacidén de glucdgeno
es glucosa, que se libera al torrente circulatorio. Sin
embargo, existen algunas circunstancias en que esta
glucosa puede ser utilizada por el propio dérgano (via
glucolisis) para producir lactato (anoxia) o ser
utilizada en la sintesis dedcidos grasos (animal
alimentado)

Esquena VII; SINTESIS Y DEGRADACION DE GLUCOGENO

G-6-Pasa

(a-D-Glucosa) = (a-D-Glucosa) ~*1
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2.2.1. Enzimas implicados en la regulacién de 1la
sintesis y degradacién de glucdgeno.

El control de la sintesis y degradacidén de
glucbégeno se centra en los enzimas limitantes del flujo
en uno u otro sentido, la glucdédgeno sintasa (GS) vy 1la
fosforilasa (GF) . Ambos presentan dos formas
interconvertibles por fosforilacidén mediada por kinasas
y defosforilacidén mediada por fosfatasas, que regulan de
forma coordinada la actividad neta en ambos sentidos.

Un paso fundamental para el papel del higado en
el mantenimiento de la homeostédsis de la glucosa es el
catalizado por 1la G-6-Pasa, dque permite la salida de 1la
hexosa al torrente circulatorio. Las caracteristicas de
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este enzima y de 1la GK, que cataliza el paso inverso,
fueron analizadas en el apartado 2.1.1.

Las caracteristicas de la GS y GF hepaticas, y de
los enzimas implicados en 1la 1interconversién en sus
formas activas o inactivas, asi como la regulacién a
corto plazo de la sintesis y degradacién de glucégeno por
hormonas, nutrientes e iones, han sido objeto de
excelentes trabajos de revisién (52-54,61). En este
apartado dnicamente mencionamos las propiedades mas
importantes de ambos enzimas, y de los mecanismos que
controlan de su actiwvidad.

2.2.1.1. Enzimas responsables de la sintesis de

glucégeno.

- LA GLUCOGENO SIRTASA (GS) en su forma
defosforilada (GS a), estéa activa vy cataliza 1la
incorporacién de unidades de UDP-glucosa a cadenas
preexitentes de glucégeno. El enzima purificado de higado
de rata, presenta 4 subunidades de PM aproximado 85.000
(119>, aunque se han descrito valores menores,
probablemente debido a 1la degradacién proteolitica
durante el proceso de purificacién.

lLa actividad GS se halla regulada por dos
mecanismos diferentes; por una parte encontramos la
modulacién producida por modificacién covalente del
enzima via fosforilacién/defosforilacién. Por otra, la
ejercida por efectores alostéricos.

La fosforilacién del enzima se produce en
distintos puntos especificos, por accién de gran variedad
de protein kinasas (dependientes o no de c—-AMP) ,entre
las que se incluye la propia GF kinasa (109>, dando lugar
a la glucégeno sintasa b. La defosforilacién puede ser
catalizada por la GS fosfatasa y otras protein
fosfatasas. La descripcién de los distintos enzimas que
pueden actuar en la interconversién de la GS <(objeto de
importantes estudios actualmente) escapa al interés de
este +trabajo; una revisién mAs extensa sobre el tema
puede encontrarse en las referencias 120 y 121.

Entre los activadores alostéricos del enzima se
encuentra el Mg*+* y sobre todo la G-6-P. Esta activa
inicamente 1la forma fosforilada (glucdégeno sintasa b,
que por esta razén se ha denominado GS D (dependiente), ¥y
no modifica la actividad sintasa a (denominada también
GS I, independiente de G-6-P). ATP y Pi pueden actuar
como inhibidores alostéricos, contrarrestando el efecto
de la G-6-P (1z2>. Sin embargo, en condiciones



intracelulares in vivo, la forma b del enzima no parece
desempefiar un papel importante en la sintesis de
glucégeno, y la dnica forma activa de la GS es la
sintasa a (54>, forma defosforilada. De la misma manera,
se encuentran diferentes grados de actividad en funcién
del grado de fosforilacioéon (122).

Hers <(52) sefialaba que en 1las condiciones
habituales intracelulares resulta dificil explicar 1la
existencia de GS activa, dada la minima actividad protein
kinasa requerida para la fosforilacién del enzima. Sobre
este punto la GS fosfatasa, y 1los mecanismos que
controlan su actividad, juegan un papel fundamental.

-~ LA GLUCOGERO SINTASA FOSFATASA (GS fosfatasa),
responsable de 1la activacién de 1la GS, presenta dos
componentes esenciales (123); uno citosélico (componente
S) y otro unido a las particulas de glucdégeno (componente
G). Ambos se requieren para su actividad enzimitica. La
actividad GS fosfatasa se halla controlada estrictamente
por la actividad GF y por el propio contenido en
glucégeno.

En extractos‘hepéticos, se ha observado que 1la
fosfatasa es inactiva en presencia de fosforilasa a, y
s6lo es posible su reactivacién si se elimina 1la
fosforilasa a del medio, o si ésta es convertida en su
forma inactiva. El1 mecanismo por el que la actividad
fosforilasa hepética, en su forma activa, inhibe la
actividad GS fosfatasa es todavia desconocido.
Recientemente se ha descrito (124) que 1la fosforilasa a
Gnicamente actia sobre el componente G de 1la GS
fosfatasa.

Otro importante mecanismo de control de 1la
sintesis de glucégeno es el ejercido por el propio
polisacarido. En los animales alimentados, con elevado
contenido en glucégeno, es posible observar una
inhibicién de 1la conversién de GS b en a (125).
Recientemente se ha descrito (126) que esta actuacién del
glucégeno es debida a una inhibicién de la actividad GS
fosfatasa, en accién sinérgica con el Ca™™,.

El ayuno y 1la adrenalectomia provocan una
importante disminucién de la actividad total GS fosfatasa
(125,127) pero no impiden la activacién de la GS, que es
facilitada por 1la desaparicién del glucégeno. En la
diabetes también disminuye la GS fosfatasa hasta un 70-
90% de su valor, y en hepatocitos cultivados (128> ha
podido demostrarse que su actividad se recupera tras el
tratamiehto con insulina y corticoides.



2.2.1.2. Enzimas responsables de la degradacién

de glucégeno.

- LA GLUC6GENO FOSFORILASA (GF) es el enzima
limitante en la degradacién del glucégeno, por fosforoli-
sis. Presenta una estructura dimérica, con PM 185.000. La
actividad total GF hepAdtica excede en unas 20-100 veces a
la actividad total GS, y, en términos de proteina, se
halla en concentraciones 10 veces superiores a la GS
(129>, de forma que presenta una buena correlacién con la
"actividad enzimAtica valorada.

La GF existe en dos formas interconvertibles por
fosforilacién/defosforilacién, cuyas actividades pueden
también ser moduladas por algunos efectores alostéricos.
La fosforilasa a (forma activa del enzima) corresponde a
la proteina fosforilada, que se obtiene a partir de 1la
fosforilasa b por accién de la fosforilasa kinasa. La
actividad de la forma &a es modificada por distintos
efectores (61,1300, siendo los inhibidores mas
importantes 1la glucosa y ATP. La F-1-P puede actuar
también como inhibidor en ciertas circunstancias (131),
contribuyendo de esta forma al efecto glicogénico de la
fructosa. Salvo el AMP, cuya accién es fundamental en 1la
estimulacién de la GF y la glucogenolisis en la anoxia,
no se ha descrito la existencia de otros activadores del
enzima.

Al 1igual que 1la forma inactiva de 1la GS, 1la
fosforilasa b (forma no fosforilada de la GF) puede ser
cataliticamente activa en distintas circunstancias,
principalmente en presencia de AMP. Fluoruro y sulfato
son también activadores de 1a GF b, mnientras que la
cafeina y el maleato actuan como inhibidores (130, 132).

En la diabetes existe un aumento considerable de
la actividad GF, en paralelo con un aumento en la
cantidad de enzima (129).

- LA FOUSFORILASA KINASA (GF kinasa) es el enzima
responsable de la fosforilacién (y activacién) de la GF.
La kinasa es activada por dos mecanismos distintos (133).
La GF kinasa puede fosforilar también la PFK 2/FBF 2
77, pudiendo estar implicada en la activacion
coordinada de la glucolisis.

La activacién del enzima por fosforilacién,
descrita 1inicialmente para el enzima muscular, opera
también en el higado (52,61,133) y requiere la actuacién
de una protein kinasa dependiente del c¢-AMP en una
cascada que conduce finalmente a la activacién de la GF y



de la glucogenolisis. La 1nactivacién de la GF kinasa
parece implicar defosforilacioéon del enzima, sin embargo
no se ha caracterizado la fosfatasa responsable.

Otro mecanismo de activacién de 1l1la kinasa,
implicado en la accion glucogenolitica de hormonas que no
actiuan via incremento en c—-AMP, es el mediado por 1la
elevacién de 1la concentraciéon de Ca** citosélico y 1la
unién de este catién a la calmodulina (que es una de las
subunidades de 1la GF kinasa). La incorporacién de 1la
calmodulina-calcio, provoca la activacién de la
fosforilasa kinasa hepatica, esté fosforilada o no, y la
fosforilacién de la GF (109, 134>,

La GF kinasa hepatica estad también estimulada por
concentraciones elevadas del propio glucégeno.

- LA  FOSFORILASA  FOSFATASA (GF fosfatasa)
cataliza 1la defosforilacién e inactivacién de 1la
fosforilasa a. Numerosas protein fosfatasas aisladas de
misculo, corazén e higado, presentan actividad fosfatasa
sobre la GF a (54). Las protein fosfatasas implicadas en
la regulacién del metabolismo del glucégeno bhas sido
recientemente objeto de revisidén (121).

La GF fosfatasa puede también defosforilar las
actividades PFK 2/FBF 2 (77), cuyo resultado es un
aumento de la F-2,6-Pz y de la glucolisis, sugiriendo una
posible coordinacién de sintesis/degradacién de glucégeno
y glucolisis/gluconeogénesis a este nivel. Sin embargo,
la fosforilasa fosfatasa no parece actdar en la
reactivacion de la PK (65).

La GF fosfatasa es inhibida por nucledétidos,
fundamentalmente el AMP (130) y por el propio glucédgeno
(135>, y es activada por 1la glucosa (130). A diferencia
de la GF kinasa, la fosfatasa no parece ser
particularmente sensible al Ca*™.

La GF fosfatasa, diminuye considerablemente con
la adrenalectomia, lo que sugiere la participacién de
los glucocorticoides en la regulacién de la expresioén del
enzima.

2.2.1.3. Regulacién de 1la actividad en ambos

sentidos.

' El mecanismo principal de control de la sintesis/
degradacidén de glucégeno, reside en la fosforilacién/de-
fo=forilacién coordinada de GS y GF, apoyado en el
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control que ejerce 1la propia fosforilasa a sobre 1la
activacién de la GS. De esta forma, se considera que la
sintesis de glucégeno opera activamente sé6lo cuando 1la
degradacién (la GF a) ha sido inactivada.

La actividad GF hepatica excede unas 20-100 veces
la actividad GS, hecho relacionado como ya hemos citado,
con una mayor abundancia de proteina fosforilasa. Por
otra parte, se ha observado que la fosforilasa activa
determinada in vitro, excede siempre la actividad
requerida para una glucogenolisis neta determinada, y la
que cabria esperar cuando en el higado se encuentra una
- situacién de sintesis de glucégeno. Sé6lo en el caso de 1la
anoxia la glucogenolisis efectiva se aproxima a la
esperada de la actividad fosforilasa a encontrada (61).
Ello, junto con la observacién de que 1la actividad GS
determinada in vitro no es correlacionable con la
cantidad de proteina enzimatica 129, apoyan la
importancia In vivo de una serie de efectores alostéricos
que regulan, tanto la actividad GF y GS, como la

interconversioén entre las formas fosforilada y
defosforilada de ambos, actuando sobre 1los enzimas
interconvertidores. Sin descartar el posible papel de

algunos de los que ya hemos mencionado, y de otros que
puedan aparecer, destacamos como mAs importantes:

- El propio glucégeno; en concentraciones
elevadas, actuaa facilitando su propia degradacién,
produciendo una inhibicién de la GS fosfatasa (126) y GF
fosfatasa y estimulando la GF kinasa (135).

En el animal ayunado, la desaparicién del
glucégeno permite 1la activacién de la GS por 1la GS
fosfatasa, aun en presencia de fosforilasa en forma
activa. Ello parece indicar que en esta situacién, 1la
fosforilasa & mno inhibe de forma tan efectiva Ila
actividad GS fosfatasa (52), aunque no se observa
sintesis neta de glucégeno presumiblemente porque ambas
actividades operan a idéntica velocidad. Gracias a este
mecanismo, el higado evita la degradacién de todas sus
moléculas de glucégeno durante el ayuno, hecho muy
importante para la posterior actuacién de la GS. Hay que
tener en cuenta que el enzima s6lo es capaz de incorporar
UDP-glucosa sobre cadenas preexistentes del polisacarido,
de al menos 4 unidades de glucosa.

- La glucosa; es inhibidor alostérico importante
de 1la fosforilasa a, y actgéa también estimulando 1la
actividad GF fosfatasa que inactiva el enzima
(probablemente al cambiar la conformacién de la
fosforilasa a haciéndola mAs asequible a la accidén de la
fosfatasa). La desaparicién de la fosforilasa a permite



secuencialmente la activacién de la GS por su
correspondiente fosfatasa.

- El1 AMP; actia como activador alostérico de
fosforilasa a y b, y a la vez que inhibe la actividad GF
fosfatasa (130>, tal vez por la propia interaccién comn el
sustrato del enzima. Este mecanismo funciona
principalmente en la anoxia, apoyado por el Pi y PPi que
también son inhibidores de la GF fosfatasa.

Las propiedades de estos enzimas han hecho que
glucogenolisis y sintesis de glucégeno se consideren como
procesos independientes, sin que exista reciclaje de
sustratos, debido al mecanismo de control de la
fosforilasa sobre la sintasa. Sin embargo, existen
situaciones donde se ha observado activacién neta de
ambos enzimas, como en el higado del animal alimentado en
presencia de una concentracién estable de glucosa (61), o
en el animal ayunado, cuando los depésitos de glucégeno
se han depleccionado (52). Reclientemente, algunos autores
han sugerido que 1la fosforilasa a puede no estar
controlando de forma tan estricta la actividad GS (136),
apoyados en la observacién de la aparente disociacién del
efecto de la glucosa sobre la GF y la GS (137).

2.2.2. Regulacion a largo plazo de la sintesis y
degradacion de glucégeno.

Existen diferentes situaciones fisiolégicas o
patolégicas, en las que la capacidad hepadtica de sintesis
y degradacién de glucégeno se halla afectada, como
consecuencia de alteraciones en las actividades
enzimdticas responsables.

En el ayuno, la diabetes y la adrenalectomia, se
ha descrito una disminuciétn acusada de la actividad GS
fosfatasa (125,127, 128,291, responsable de la
imposibilidad de activacidén de la GS y de la deficiente
sintesis de glucégeno observada en estas situaciones.
Ello sugiere la carencia de factores hormonales
necesarios para la induccién de estos enzimas; en efecto,
se ha comprobado In vitro la necesidad del mantenimiento
prolongado de hepatocitos obtenidos de animales
diabéticos con insulina y glucocorticoides (128> para
permitir 1la expresién de la GS fosfatasa a niveles
semejantes a los normales.



En 1la diabetes se observa adem&ds un aumento
significativo de la GF, originado por un aumento en la
cantidad de proteina enzimatica (129>, En la
adrenalectomia se ha observado también una disminucién de
la GF fosfatasa (138>.

Los glucocorticoides desempefian un papel
fundamental en el higado fetal, regulando la expresidén de
la capacidad glicogénica del hepatocito (139) que se ha
relacionado con la aparicién de 1la actividad GS
(140,141)>, como ha podido comprobarse en hepatocitos
fetales cultivados, tratados con cortisol (142).

Mientras que si existen claras diferencias entre
las subpoblaciones hepaticas en cuando a la distribucién
de los enzimas que determinan las actividades
glucoliticas y gluconeogénicas (57,58), en el higado
adulto no han podido demostrarse hasta el momento
diferencias histoquimicas claras en cuanto a la zonacién
de la GS (143,144), enzima responsable de la sintesis de
glucégeno. Si existe una cierta heterogeneidad respecto a
la velocidad y momento en que las células acumulan el
polisacérido dependiendo de su situacién en el acino
hepatico, evaluada segin la pauta de acumulacién de
material PAS-positivo en el hepatocito (143,144). Segin
esto, todos 1los hepatocitos parecen ser capaces de
acumular y degradar glucégeno, sin embargo la degradacién
es mas réapida en los hepatocitos periportales, y al final
del periodo de ayuno permanece una mayor cantidad de
glucégeno en 1los hepatocitos perivenosos. Tras 1la
realimentacién, el contenido en glucégeno se incrementa
primero en los hepatocitos perivenosos avanzando hacia la
zona periportal, de forma que al final de el periodo
postprandial todos los hepatocitos contienen cantidades
semejantes del polisacarido.

Estas diferencias deben estar indudablemente
relacionadas con un patrén diferente en la distribucién
de las actividades <enzimidticas implicadas en la
acumulacién de glucdgeno en ambas zonas, bien respecto a
la propia GS y GF (y su estado de activacién) (143>, bien
respecto al origen preferente del polisacéarido,
incorporacién directa de glucosa o gluconeogénico, en las
células perivenosas y periportales <(que mAs adelante
comentaremos> (58).

La rata posee un ritmo particular de sintesis y
degradacién de glucégeno, que se relaciona con su ciclo
habitual de alimentacién. En animales sometidos a ciclos
diarios de 12 horas iluminacién: 12 horas oscuridad
(condiciones habituales de mantenimiento en animalarios),
la rata se alimenta y acumula glucégeno masivamente
durante el periodo oscuro, y lo dr--ada posteriormente
durante el periodo de 1luz (14 en respuesta a



variaciones en la actividad GS y GF. Recientemente se ha
descrito (146) que las variaciones en la actividad GF
total, estan acompafiadas por alteraciones paralelas en la
cantidad de enzima, determinado como proteina. La
concentracién de GF, alcanza valores maximos al final del
periodo de degradacién del polisacérido, para después
disminuir durante el periodo de realimentacién y sintesis
hasta valores minimos alcanzados 8 horas después, pasadas
las cuales, comienza de nuevo a aumentar. Estos cambios
se han explicado (146) por alteraciones en la velocidad
de sintesis y degradacion del enzima, actividades sujetas
también por tanto a fluctuaciones diarias.

Teniendo en cuenta que estos cambios reflejan 1la
variacién "promedio" en todo el higado, es factible
considerar la posibilidad de que dichas fluctuaciones
afectaran directamente a una determinada subpoblacién
hepatica, influyendo de esta manera en 1la distinta
velocidad de recarga y degradacién de glucégeno observada
en los hepatocitos periportales y perivenosos.

2.2.3. Regulacion a corto plazo de la sintesis y
degradacién de glucégeno.

Diferentes hormonas (como catecolaminas,
vasopresina, angiotensina, etc) pueden influir en el
metabolismo del glucégeno. No obstante, vamos a analizar
fundamentalmente aquellos factores que 1llegan al
hepatocito directamente via portal <(nutrientes, insulina
y glucagén), capaces de regular a corto plazo de forma
integrada el patrén metabdélico de carbohidratos en el
higado.

2.2.3.1. Efecto de los nutrientes.

- LA GLUCOSA parece ejercer un efecto directo en
el metabolismo del glucégeno, independiente de su papel
como fuente de carbono, de acuerdo con el concepto
descrito por Soskin y Levine (147) que sugirieron
originalmente que 1la concentracién de glucosa sanguinea
es el primer estimulp que desencadena la captacién o
liberacién de glucosa por el higado.

Tal como hemos descrito en apartados anteriores,
la glucosa puede suprimir la glucogenolisis en
condiciones aerdébias, gracias a su actuacién sobre 1la
fosforilasa a, facilitando ademAs la defosforilacién del
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enzima por la GF fosfatasa. Tras 1-2 minutos necesarios
para la desaparicién de la fosforilasa a, se ha descrito
que secuencialmente se produce la activacién de la GS por
la GS fosfatasa (al desaparecer su inhibidor), y 1la
sintesis de glucégeno. Este mecanismo de actuacién de la
glucosa es aceptado en general por distintos autores
(52,54), y explica la disminucién de hexosas fosfato
observada in vivo tras la administracién de glucosa (105>
como resultado de la activacién de la GS por la propia
glucosa.

El hecho de que el incremento de la
concentracién  de glucosa JIn vivo se acompafie por una’
rédpida 1liberacién de 1insulina por el ©péncreas ha
permitido sugerir (61> que, si bien la glucosa puede
suprimir la glucogenolisis, es posible que existan otros
factores distintos implicados en la activacién de 1la
sintesis in vivo por la éiucosa, como la propia hormona.
Apoyan esta sugerencia resultados obtenidos in viveo con
animales diabéticos (148), donde se observan cilertos
defectos en el control de GF y GS por la glucosa.

No obstante, es un hecho generalmente aceptado
que la utilizacién de la glucosa en la sintesis de
glucégeno es una funcién fundamental del higado iIn vivo,
que se inicia tan pronto como aumenta el nivel de
glicemia. La gluconeogénesis es inhibida por la glucosa,
a través de un aumento en la concentracién intracelular
de F-2,6-P=; esto sélo ocurre cuando las reservas de
glucégeno han sido recargadas. La glucolisis se activa
entonces, para convertir el exceso de glucosa en grasas
(65)>.

— LOS PRECURSORES GLUCONEOGENICOS son posibles
candidatos en el control del metabolismo del glucégeno.
Sin embargo se conoce muy poco en la actualidad sobre la
posible accién directa de estos nutrientes sobre la
sintesis/degradacién de glucégeno.

Se ha descrito que los precursores
gluconeogénicos pueden actuar produciendo una activacién
de la GS, sin afectar la actividad fosforilasa. Asi,
alanina, galactosa y fructosa provocan acumulacién de
glucdégeno en el hepatocito aislado (por mecanismo no bien
conocido), si bien no existe un acuerdo general sobre su
capacidad para suprimir la degradacién (61).

De todos ellos, la fructosa es el precursor cuyo
mecanismo de actuacién ha sido mas estudiado,
posiblemente por su conocido efecto como agente promotor
de 1la sintesis de glucégeno <(149). Dejando aparte su
papel como precursor gluconeogénico (fuente de carbono),
la fructosa parece ejercer un efecto directo en el



metabolismo hepé&tico del glucégeno mediado por 1la
acumulacién de F-1-P que se produce durante la
metabolizacién hepadtica de 1la hexosa. La F-1-P puede
inhibir la defosforilacién de la GF, pero simulténeamente
actia inhibilendo la actividad fosforilasa a y por tanto
la glucogenolisis <(131>. La fructosa actua también de
manera directa produciendo activacién de la GS,
independiente de su accién sobre la GF, mediada de nuevo
por la acumulacién de F-1-P (150). De ambas acciones
resulta el incremento neto en el contenido en glucégeno
.observado tras la administracién de fructosa. Sin embargo
concentraciones muy elevadas de fructosa pueden producir
una intensa glucogenolisis (61) como consecuencia de la
activacién de la GF (1651). Esta ocurre a causa de la
caida relativa en 1la relacién ATP/AMP que produce la
fructosa (151,152), con consecuencias semejantes a las de
la anoxia.

La galactosa, y el glicerol <(que en general
tiende a producir en el higado efectos semejantes a los
de la fructosa), pueden también suprimir la
glucogenolisis (61,265), aunque los mecanismos que
median esta accién no han sido todavia demostrados. El
lactato disminuye 1la glucogenolisis en el hepatocito
aislado (149), si bien no se han demostrado efectos
directos del propio precursor en 1la regulacién del
metabolismo del glucégeno.

2.2.3.2. Efectos hormonales.

Existe gran namero de hormonas capaces de actaar
de manera réapida estimulando la glucogenolisis hepéatica,
demostrada tanto por la disminucién neta del contenido en
glucégeno, como por la activacién de la GF. Entre ellas
se citan el glucagén, las catecolaminas, vasopresina y
angiotensina (revisado en 615, si bien la significacién
fisiolégica de sus efectos debe deducirse de 1a
comparacién entre sus concentraciones fisiolégicas en
plasma y el rango de concentraciones en que son capaces
de mostrar sus efectos In vitro.

Si bien, como hemos dicho, varias hormonas son
capaces de ejercer efectos catabélicos como la
glucogenolisis, bhay pocas evidencias sobre hormonas que
actduen por si solas en el sentido contrario, tal vez
s6lo la insulina, de tal manera que en general se
considera que 1la sintesis del polisacadrido se produce
s6lo cuando disminuye la secrecién de las hormonas
glucogenoliticas, de forma asociada a un aumento en 1la
concentracién relativa de insulina.



En este apartado contemplaremos fundamentalmente
la accién de glucagén e insulina, cuya relacién en 1la
porta del animal actia de forma directa en el control
directo del metabolismo de carbohidratos hepatico.

- EL GLUCAGON, el c-AMP y 1los B-adrenérgicos
activan la glucogenolisis en el animal alimentado
activando la GF e inactivando la GS, efecto demostrado en
distintos  sistemas experimentales (61)>. El - glucagén
produce una cascada de acontecimientos que va, desde el
incremento en el contenido en c¢—-AMP producido . por
"activacién de la .adenilato ciclasa, a la fosforilacién de
la GS <(que se 1inactiva) y de 1la fosforilasa kinasa
(activacion del enzima) por la protein kinasa dependiente
del c-AMP, 'y finalmente la activacién de la GF.

La glucogenolisis provocada por el glucagédn,
podria originar un aumento de F-6-P, y por tanto de
F-2,6-P2, con estimulacién final de la glucolisis. Sin
embargo, hay que considerar que la hormona actia también
sobre PFK 2/FBF 2 y PK. En el animal ayunado, en ausencia
de glucégeno, prevalece claramente la estimulacién de 1la
gluconeogénesis. En el animal alimentado, es posible
observar un cierto reciclaje a nivel de la F-6-P/F-1,6-P=
como consecuencia de la accién de la bhormona (66).

La estimulacién de la glucogenolisis es pues una
de las acciones principales del glucagén, y parece ser
ademAs el primer punto de actuacién de la hormona en la
célula hepatica. Se ha demostrado en el hepatocito
aislado, que todos los enzimas fosforilados por accién
del glucagén parecen tener idéntica sensibilidad a 1la
hormona, que produce 1la mitad del efecto mAximo para
concentraciones en el rango fisiolégico (0,3 nM). Sin
embargo existe una distinta secuencia temporal, de modo
que la fosforilacién de GF y PK ocurre mAs répidamente
que la fosforilacién de PFK 2/FBF 2 (110). Posiblemente
in vivo estas diferencias no tengan implicaciones en el
efecto Dbiolégico de 1la hormona, a menos que las
variaciones en su concentracién sean lo suficientemente
rapidas.

- LOS o y B ADRENERGICOS pueden también actuar
sobre el metabolismo del glucégeno, donde su efecto
parece mas importante que el producido sobre glucolisis/
gluconeogénesis.

En términos generales, los R-adrenérgicos
actdan por mecanismo semejante al glucagén, mediado por
un incremento en el c—AMP, que fué descubierto

precisamente como resultado de las investigaciones sobre



el mecanismo de actuacién de 1la epinefrina en el
metabolismo del glucégeno, en cortes de higado.

Los o—adrenérgicos activan la glucogenolisis de
manera independiente del c¢—-AMP, via cambios en la
concentracién citosélica de Ca*™ (61) que tras su unién a
la calmodulina provoca 1la activacién de 1las protein
kinasas Ca**—-dependientes, entre ellas 1la fosforilasa
kinasa. El1 papel del Ca*" como regulador de la accién
hormonal ha sido extensamente revisado por VWilliamson y
col. (109). La degradacion de glucégeno provocada en el
animal alimentado por estos agentes, produce una
elevacién secuencial de las hexosas fosfato y de 1la
F-2,6-P=, por lo que de manera indirecta estimulan el
flujo glucolitico {(dado que no actaan sobre PFK 2/FBFZ y
PK).

Existen evidencias de que, al menos en el higado
de rata, las catecolaminas inducen 1la glucogenolisis
actuando fundamentalmente sobre los receptores o
(153, 154>, produciendo activacion de la GF, e
inactivacién de 1la GS. Otras hormonas que actiéan por
mecanismo independiente del c¢~AMP y su protein kinasa,
son la vasopresina, oxitocina y angiotensina.

— LA INSULINA juega un papel muy relevante el la
regulacién del metabolismo hepatico del glucégeno. Aunque
su importancia ha sido reconocida desde hace tiempo, la
investigacién de su mecanismo de accién es todavia objeto
de importantes esfuerzos. La interdependencia 1in vivo
entre glucosa e insulina ha contribuido probablemente a
una gran disparidad de resultados (52,54). La
administracién in vivo de insulina, conduce a una cierta
hipoglicemia, que provoca indirectamente glucogenolisis;
si se administra glucosa para evitar este efecto, 1la
accién de la glucosa sobre GF y GS enmascara los efectos
de la propia insulina. Diversos estudios in vitro han
mostrado, no obstante, efectos claros de 1la hormona
antagonizando la accién de agentes glucogenoliticos.

La insulina es capaz de antagonizar la accién de
dosis subéptimas de glucagén, a través de un blogqueo en
el incremento en c¢~AMP provocado por 1la hormona <(52),
provocando inactivacién de la GF y activacién de la GS.
Diversos laboratorios han mostrado que la disminucién en
el contenido en c—-AMP causada por la insulina es evidente
sobre todo en situaciones donde éste se encuentra
particularmente elevado. La hormona es capaz de activar
directamente la GS en adipocitos (155> y en higado de
animales diabéticos (156, 197>, siendo un factor
fundamental en 1la estimulacién de 1la sintesis de
glucégeno. La disminucién de c—-AMP se ha sugerido que es
mediada por mecanismos de accién que implican inhibicién
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de la adenilato ciclasa, o estimulacién por la hormona de
la ¢c—AMP fosfodiesterasa.

Sin embargo, hay situaciones donde la insulina
puede actGar activando la GS sin que medien alteraciones
en el contenido en c¢c—AMP. Se ha demostrado que la hormona
actua de esta manera antagonizando la accién
glucogenolitica de agentes o—adrenérgicos puros (158>
que, como hemos visto, actian por mecanismo independiente
de c—-AMP. Estos hechos evidencian la posibilidad de un
mecanismo de accién de la insulina sobre GF y GS distinto
de 1las variaciones en el contenido del nucleétido, y
.algunos  autores . (revisado. en 109) han. sugerido .que 1la
insulina pueda actiar produciendo un incremento en Ca™™
como segundo mensajero. Sin embargo, los resultados en
cuanto al sentido en que el Ca** varia por accién de la
hormona son contradictorios (109) y distintas evidencias
experimentales, como la existencia de efectos hepaticos
de 1la 1nsulina en presencia de inhibidores de 1la
calmodulina (159>, o la accién antagonista de la insulina
sobre los agentes o—adrenérgicos (158), parecen descartar
esta posibilidad.

Se han sugerido otros posibles mecanismos de
accién de la insulina, independientes del nivel de c-AMP,
como son el aumento en la actividad protein fosfatasa(s)
(160>, o 1la 1inhibicién de 1la protein kinasa (157)
disminuyendo su sensibilidad al propio c—AMP.
Recientemente se ha descrito que estas acciones se llevan
a cabo por péptidos generados por accién de la insulina,
que actuarian como segundos mensajeros intracelulares
(161>. Sin embargo, a pesar de los avances realizados y
a diferencia del glucagén, no ha sido establecida
definitivamente la secuencia de acontecimientos que van
desde la unién de la insulina a su receptor hasta la
activacién de la sintesis de glucégeno, ni se conoce
claramente 1la naturaleza del segundo mensajero de 1la
insulina.

Por otra parte, queda todavia por establecer si
la insulina puede ejercer efectos directos, como dnica
hormona presente, tanto en la regulacién del metabolismo
del glucégeno, como el la accién de la hormona sobre la
glucolisis/gluconeogénesis, o si su actuacién es sélo
evidente como un antagonismo del glucagén o de las otras
hormonas citadas.



2.3. NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL METABOLISMO HEPATICO DE
HIDRATOS DE CARBORO. PARADOJA DE LA GLUCOSA.

2.3.1. La “paradoja de la glucosa®.

El higado contiene los enzimas necesarios tanto
para la sintesis como para la degradacién de glucosa y
lipidos. Dado que 1la realimentacién tras el ayuno se
acompafia de 1la inmediata sintesis de glucégeno y 1la
activacién de la lipogénesis, la nocién de que la glucosa
es el sustrato principal de ambas rutas es generalmente
aceptada, y prevalece en la mayoria de libros de texto y
trabajos especificos sobre el tema (52,54). La
incorporacién directa de glucosa a glucégeno, inmplica su
previa fosforilacioén por la GK hepatica, seguida de 1la
secuencia G-6-P & G-1-P = UDP—-glucosa = glucégeno.

Con el empleo de sistemas experimentales in vitro
como el higado perfundido o el hepatocito aislado para el
estudio del metabolismo de carbohidratos, comienzan a
aparecer las primeras evidencias de 1lo que se ha
denominado "“paradoja de la glucosa": el hecho de que la
glucosa por si sola sea un pobre precursor del glucégeno
in vitro (162) y de que incluso en presencia de glucosa e

insulina, sea necesaria la adicién de precursores
gluconeogénicos para una sintesis neta de glucégeno en
estas condiciones. Esta observacién 1inicial se ha.

confirmado en los Gltimos afios graclias a los esfuerzos de
varios investigadores (55,163,164) que han mostrado que
también en condiciones fisiolégicas, el glucégeno
hepatico deriva probablemente via sintesis indirecta, a
partir de gluconeogénesis activa, en contraste con la via
directa de incorporacién de glucosa enunciada
inicialmente (52,54).

Durante el ayuno, situacién donde el glucagén es
la hormona predominante, el hepatocito se encuentra en
una situacién metabélica donde 1la glucolisis y 1la
sintesis de glucégeno se hallan fuertemente inhibidas, al
tiempo que existe una activa gluconeogénisis a partir
fundamentalmente de aminoadcidos, lactato y glicerol. La
teoria enunciada propugna que tras la realimentacién, la
gluconeogénesis sigue siendo activa a pesar de la
elevacién de 1la glucosa sanguinea y de 1la relacién
insulina/glucagén portal, de forma que el higado sigue
siendo - un consumidor neto de precursores gluconeogénicos
durante un cierto periodo, dejando la glucosa externa
para su utilizacidén en tejidos periféricos.



Numerosas observaciones (revisadas en 595,165),
tanto in vivo como iIin vitro, han venlido a apoyar estos
argumentos. Se ha comprobado mediante el empleo de
glucosa y precursores marcados, que tras la
realimentacién s6lo el 30% del glucégeno almacenado
proviene directamente de glucosa, siendo el 70% restante
de origen gluconeogénico. Estudios realizados en humanos
(166> empleando también sustratos marcados, han mostrado
que al menos 2/3 del glucégeno acumulado tras el ayuno
derivan de gluconeogénesis.

.. . . . . Esta  baja capacidad hepatica de utilizacién de

la glucosa, se bha explicado en base a 1la 1limitada
capacidad de fosforilacién por 1la GK hepatica, en el
rango de concentraciones portales de glucosa, que es
inferior a la velocidad de sintesis de glucégeno (162).
Cuando la gluconeogénesis es inhibida in vivo mediante el
uso de inhibidores de la PEPCK, la incorporacién directa
de glucosa a glucdégeno es la Gnica via activa de sintesis
del polisacarido. En esta situacién se observa una clara
disminucién del glucégeno total acumulado.

La activa gluconeogénesis es posible porque el
contenido en F-2,6-P= no aumenta, a pesar de la elevacién
en la glucosa e insulina plasmidtica, hasta pasadas 2-3
horas de 1la realimentacién con glucosa o una dieta
regular (114,100). Este mantenimiento de 1la F-2,6-P= a
niveles minimos se ha sugerido que puede deberse a una
disminucién de las hexosas fosfato (observada también en
estas circunstancias), que se ha explicado en base a una
rapida activacién de la GS (52), considerada mi&s sensible
al incremento en 1la concentracién de glucosa que la
propia F-2,6-P= (105). Sin embargo, dadas las
discrepancias existentes con los resultados obtenidos in
vitro, esta explicacién puede no ser suficiente para
Justificar los bajos niveles del efector en presencia de
concentraciones portales de glucosa elevadas.

2.3.2. Algunas cuestiones sin resolver.

Cada vez existen menos dudas de que, al menos en
la transicién ayuno-realimentacién, la utilizacién de 1la
glucosa por el higado es 1limitada, y el glucégeno
proviene mayoritariamente de sintesis a partir de
precursores gluconeogénicos, de entre los que el lactato
parece ser el mas importante. Sin embargo, aan permanecen
ciertas cuestiones sin resolver, como son, el lugar de la
previa metabolizacién de glucosa a lactato (chepatico o
extrahepatico?), el papel real de 1la glucosa y 1la
insulina en 1la reversién del ayuno, o cual es el



mecanismo que controla finalmente la diversién de 1la
G-6-P formada por gluconeogénesis de su liberacién a
glucosa sanguinea (observada en el ayuno) a su
incorporacisén a glucégeno (durante la realimentaciond.

A pesar de que no se incorpora mayoritariamente
de forma directa, la presencia de glucosa es necesaria
para la acumulacidén de glucégeno via gluconeogénesis,
tanto en el higado perfundido (167) como en el hepatocito
aislado (162), actuando al parecer mAs como activador que
como sustrato por mecanismo hasta ahora desconocido.

No ha podido comprobarse un papel directo de la
insulina en la glicogénesis, y se ha sugerido que su
papel en la reversién del ayuno recaiga fundamentalmente
en contrarrestar los efectos de glucagén y otras hormonas
glucogenoliticas (55>, a diferencia de misculo y tejido
adiposo, donde actia como Gnica hormona activando 1la
captacién de glucosa y la sintesis de glucégeno.

Por otra parte sigue siendo cuestionable el punto
de metabolizacidén previa de glucosa, y el origen del
lactato fuente de glucégeno. Este parece ser producido
principalmente en el intestino durante la absorcion de
glucosa (163,162>, o por la metabolizacién del azucar en
masculo y eritrocitos <(164). Sin embargo otros autores
(164> bhan sugerido posteriormente que 1la conversién
glucosa = lactato ocurre principalmente en el propio
hepatocito, dado que la elevacidén de la glucosa y de la
relacién insulina/glucagén tras la realimentacién pueden
provocar una discreta activacién de  la glucolisis
hepatica (168). Esta conversién de glucosa a lactato, y
la posterior incorporacién del lactato producido a
glucégeno, se ha comprobado en el hepatocito cultivado
(169> +tras 1la 1incorporacién de glucosa e insulina,
apoyando la posibilidad de que 1la metabolizacién de
glucosa a lactato sea intrahepatica. En estas condiciones
se ha observado, no obstante, una mayor incorporacién de
glucosa a glucdégeno por la via directa.

Aunque el retraso en la elevacién de la F-2,6-P=
tras el ayuno, pese a 1la elevacién plasmatica de 1la
concentracién de glucosa e 1insulina, permite esa activa
gluconeogénesis necesaria para la acumulacién de

glucoégenao, sigue sin conocerse 1la base bioquimica
resposable del mantenimiento del efector a niveles
propios del ayuno. Sin embargo, recientemente se bhan

observado variaciones en este patrén, en funcién del tipo
de dieta wutilizada en 1la realimentacién. Cuando se
administra una dieta conteniendo sacarosa 58% (170>, a
diferencia de 1la dieta regular o la administracién de
glucosa, se observa un rapido aumento de los niveles de
F-2,6-P= hasta valores propios del animal alimentado sin
que se conozca la causa de estas variaciones. Esta



elevacién no parece compatible con 1la sintesis de
glucégeno por 1la via indirecta <(que sigue siendo
importante)’; aunque se ha observado una menor
contribucién de precursores de 3 carbonos, es posible que
ello sea debido a una mayor contribucién de la fructosa
componente de esta dieta (170).

Apoyados en la existencia de wuna zonacién
metabélica en el higado en cuanto al metabolismo de
carbohidratos o7, algunos autores han sugerido
(65,58,164,170) que la sintesis de glucégeno por la via
indirecta y la glucolisis intrahepatica podrian ocurrir
- simulténeamente tras la realimentacidén, pero en distinta
subpoblacién hepatocitaria. La poblacién perivenosa, con
mayor capacidad glucolitica, veria discretamente elevados
sus niveles de F-2,6-P= tras la elevacidén de los niveles
de glucosa e insulina plasmAticas, siendo responsable de
la metabolizacién intrahepatica de 1la glucosa hasta
lactato, y de 1la incorporacion directa de glucosa a

glucégeno. La poblacién periportal, con gran capacidad
gluconeogénica, permaneceria con niveles minimos de F-
2,6-P= durante las horas iniciales tras la

realimentacién, siendo responsable de la glicogénesis a
partir de lactato (extrahepAtico o producido por 1la
poblacién perivenosa) y precursores gluconeogénicos. Muy

recientemente, en un estudio realizado en  Thigado
perfundido (171), se han descrito las primeras evidencias
que vienen a corroborar este modelo, mostrando por

técnicas histoquimicas como el glucégeno sintetizado a
partir de lactato/piruvato se acumula preferentemente en
los hepatocitos periportales.

Esta hipétesis no explica 1la causa Gltima
responsable de que 1la elevacidén de F-2,6-P= sea tan
pequefia in vivo (168), hecho que probablemente refleje el
efecto de algin otro metabolito, de naturaleza todavia no
determinada. Por otra parte, la diferente respuesta a 1la
glucosa y 1la 1insulina por parte de 1las distintas
subpoblaciones, presupone la existencia una distribucién
heterogénea de 1la PFK 2/FBF 2 entre 1los hepatocitos
periportales y perivenosos, que todavia no ha sido
establecida. No obstante, esta teoria es compatible con
la secuencia temporal en la acumulacién de glucégeno
descrita inicialmente por diversos autores (143,144> a
partir de 1la determinacién del material PAS-positivo
tras la realimentacién.



3. METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO EN EL HEPATOCITO

CULTIVADQO.

’

Como hemos analizado en apartados anteriores, la
actividad gluconeogénica y la capacidad de sintesis y
acumulacién de glucégeno se encuentran entre las
funciones metabélicas mAas caracteristicas del hepatocito
adulto; ello justifica que fueran evaluadas inicialmente
en el hepatocito cultivado, Jjunto con la sintesis de
proteinas plasmbdticas o la ureogénesis, como parémetros
marcadores de la integridad metabélica y funcionalidad
bioquimica especificamente hepatica en cultivo, en
estudios encaminados a mostrar la utilidad del modelo
experimental como alternativa a 1la experimentacién 1In
vivo (2,6,12,27,172). Estos trabajos confirmaron que el
hepatocito cultivado era capaz de sintetizar glucosa y
almacenar glucégeno, aunque con velocldades diferentes en
funcién de las caracteristicas de cultivo empleadas.

Posteriormente, en los Jdltimos afios se han
realizado gran ntmero de estudios, encaminados tanto a la
caracterizacién del comportamiento metabélico de 1la
célula cultivada respecto a ambas funciones, como a la
aplicacién directa del sistema en la investigacién de los
mecanismos de accidén hormonal y regulacion metabélica de
gluconeogénesis y sintesis de glucogeno.

3.1. ANTECEDERTES.

Una revisién muy extensa de 1los estudios
realizados sobre el metabolismo de carbohidratos en
cultivo escapa al interés de este apartado, ya que los
trabajos mAs relevantes serédn comentados posteriormente
en la discusién. Nos limitaremos por tanto a sefialar
unicamente algunos de los estudios mAs caracteristicos
que pueden facilitar una idea global del conocimiento
hasta ahora existente en cuanto a la expresién en cultivo
de estas funciones metabélicas, y de las aplicaciones del
sistema experimental en el estudio de la regulacidén de la
expresién de enzimas y funciones.



La capacidad gluconeogénica del hepatocito
cultivado sobre colégeno, fué estudiada inicialmente por
Stumpo y Kletzien (173) y Kletzien y col (174,175 a
partir de distintos precursores gluconeogénicos. Estos
estudios establecieron la validez del cultivo como modelo
para el estudio de 1la regulacién de 1la actividad

gluconeogénica y mostraron el d1importante papel del
glucagén en la estimulacién de 1la via, actuando a
distintos niveles; a corto plazo, estimulando la

actividad de modo directo, y a largo plazo, bajo la
accién "permisiva" de los glucocorticoides, en un proceso
que requiere sintesis de proteinas.

El modelo experimental también ha demostrado su
utilidad en la investigacién de los mecanismos
responsables de la expresién de enzimas gluconeogénicos
en respuesta a efectores que también actian in vivo;, tal
es el caso de la induccién en cultivo de la actividad
PEPCK (176,177>, la G-6-Pasa (178) y 1la FBF (177), por
glucagén y glucocorticoides.

La actividad glucolitica del hepatocito cultivado
se ha comparado con la encontrada en las lineas celulares
de origen hepatico (179), mostrando que el hepatocito
utiliza en mucha menor proporcisén la glucosa como
sustrato energético. Se ha determinado también en cultivo
la influencia de 1la insulina en la estimulacién de la
glucolistis, en estudios que muestran ademas una
importante dependencia de la presencia de dexametasona
(180,181) en 1la respuesta a 1la insulina, aunque con
resultados en cierta medida equivocos. Asi mismo se ha
demostrado en cultivo la necesidad de insulina, bajo 1la
accién "“permisiva" de 1los glucocorticoides, para 1la
expresién de las actividades GK (182,183) y PK (184,185),
enzimas de la via glucolitica cuya actividad disminuye
considerablemente en el ayuno.

A diferencia de la actividad gluconeogénica, que
se expresa activamente en la célula aislada de animales
ayunados, la mayoria de estudios realizados en
hepatocitos aislados fracasan en la demostracién de una
activa capacidad de sintesis de glucégeno (6). Tal como
han indicado diferentes investigadores, es necesario el
mantenimiento del hepatocito en cultivo para que la
célula pueda expresar capacidad glicogénica, 1o que
probablemente requiere 1la recuperacién de las lesiones
sufridas por 1la célula durante el aislamiento con
colagenasa, y o6ptimas condiciones de oxigenacién. Este
hecho convierte al hepatocito cultivado en un sistema
experimental potencialmente muy atil para la
investigacién de la regulacién del metabolismo del
glucégeno, y es posiblemente la razém por la que 1la
célula cultivada se ha empleado mis extensamente en estos



estudios que en los orientados a 1la evaluacién de 1la
actividad gluconeogénica.

El efecto de la glucosa por si sola (186>, o en
combinacién con insulina (31,187,188), en la activacién
de la acumulacién de glucégeno, se realizaron
inicialmente en hepatocitos cultivados en presencia de
elevadas concentraciones (20%) de SBF. Si bien 1los
resultados mostraron un claro efecto de la glucosa, se
observaron importantes diferencias en cuanto a 1la
magnitud de la respuesta a la hormona.

MAs reciéntemente se ha evaluado la respuesta a
insulina en medios de cultivo quimicamente definidos,

mostrando respuestas discretas a la hormona en
hepatocitos cultivados sobre coladgeno (189) o sobre
fibronectina (190,191). En estos mismos estudios, la
adicién de dexametasona produjo una importante

potenciacién de la acciém de la insulina, a diferencia
del efecto del corticoide cuando las células se cultivan
en presencia de SBF (187).

El efecto glicogénico de la insulina se ha
determinado también en hepatocitos fetales (192,193, ¥y
mas recientemente se ha estudiado la accién de la hormona
en asociacién con glucocorticoides y hormona tiroidea en
la restauracién de la capacidad de acumulacién de
glucégeno de 1los hepatocitos cultivados obtenidos de
animales diabéticos (128,199).

Las células cultivadas se han utilizado también
como modelo experimental para el estudio de la regulacién
de la expresién de receptores hormonales para la insulina
(195, 196> o para agentes B-adrenérgicos (197).

Estos estudios sefialan que el hepatocito es capaz
de mantener en cultivo la capacidad de expresién de las
funciones que caracterizan el metabolismo hepatico de
hidratos de carbono, fundamentalmente gluconeogénesis y
sintesis de glucégeno, aunque con notables diferencias.
Los datos aportados en este breve resumen, pretenden
unicamente mostrar una visién general de la potencialidad
del sistema en su aplicacién a estudios de regulacién del
metabolismo de carbohidratos. Ello requiere no obstante
la caracterizacion completa del comportamiento metabélico
de 1la célula en este modelo experimental y el
conocimiento de su c¢apacidad de respuesta a distintos
efectores en condiciones comparables a las fisiolégicas.



3.2. INFLUERCIA DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO.

Hasta ahora disponemos de datos que permiten
asegurar la manifestacidén en cultivo de las actividades
metabélicas de carbohidratos a niveles detectables; no
obstante, se ha podido comprobar una gran variabilidad en
la funcionalidad y capacidad de respuesta celular en
funcién del sistema particular de cultivo empleado por
cada investigador. Ello se debe fundamentalmente a las
diferencias sustanciales que existen en las condiciones
de cultivo, y a la variacién en 1los componentes
(nutrientes y hormonales) incluidos en 1la formulacién
original de cada medio de cultivo.

La gran influencia de las condiciones de cultivo
en la expresién preferente de distintas actividades del
metabolismo de hidratos de carbono por el hepatocito, fué
mostrada 1inicialmente por Probst y col. (198>, que
comprobaron la importancia de 1la suplementacién con
diferentes hormonas para 1la 1induccién en cultivo de
patrones metabélicos preferentemente glucoliticos o
gluconeogénicos. Las hormonas empleadas en el
mantenimiento del hepatocito en cultivo se sabe que
actian sobre la expresién de determinados enzimas, como
PEPCK o GK (182,183,199), pudiendo por lo tanto modificar
también extraordinariamente la intensidad de la respuesta
de las vias metabélicas a insulina o glucagén, lo que
podria explicar la variabilidad de respuesta encontrada
entre los diferentes estudios de un mismo parémetro en
cultivo. Junto a la composicién hormonal, otro factor
importante es la propia tensién de 0=, que puede modular
la actividad celular a corto (200> y largo plazo (201).

Estos resultados vienen a confirmar la adaptacién
metabélica del hepatocito cultivado a cada condicién
particular de cultivo empleada, lo que constituye por
otra parte uno de los inconvenientes mAs importantes con
los que se enfrenta actualmente el investigador; la falta
de una estandarizacién en el sistema de cultivo
(definiendo las condiciones éptimas para la supervivencia
y expresién de funciones diferenciadas) impide que los
resultados obtenidos en unas condiciones particulares de
cultivo puedan ser generalizados de manera fiable a 1la
célula cultivada en cualquier otro sistema, y dificulta
la comparacién de resultados entre los distintos
estudios.

Las diferentes condiciones de cultivo, no sélo
pueden favorecer la expresiéon de determinadas funciones
metabdélicas, sino que también van a influir a largo plazo
en el grado de diferenciacién de la célula en cultivo;
como vimos en el apartado 1.2. la desdiferenciacién del
hepatocito en cultivo es un proceso que afecta en general
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a la célula cualquiera que sea el sistema de cultivo
enpleado, sin embargo va a ocurrir de forma mAds o menos
temprana dependiendo de las condiciones de mantenimiento.
La gluconeogénesis y la capacidad de sintesis vy
acumulacién de glucégeno, son funciones metabdélicas del
hepatocito adulto altamente diferenciadas. Por ello su
actividad en cultivo va a ser directamente influenciada
por el proceso de desdifenciacién, que conlleva la
expresién de enzimas propios del Thepatocito fetal
(14,18,28) con caracteristicas sustancialmente distintas
de los expresados en la célula adulta.

Ello - hace ' necesario ' determinar  ‘también - la
evolucién de estas actividades con el tiempo y el estado
de diferenciacién del  Thepatocito, en cada sistema
particular de cultivo, unica forma de fijar las
limitaciones en el +tiempo en que 1la célula cultivada
puede ser utilizada de manera fiable en la investigacién
de los mecanismos de regulacién de estas funciones como
sistema alternativo a la investigacién in vivo., Como ya

apuntamos en el apartado 1.2., para este tipo de estudios
no resulta tan importante que el mantenimiento sea
extraordinariamente prolongado, como que las células

expresen la funcionalidad metabélica de forma comparable
a la observada iIin vivo. Esto ultimo debe considerarse
imprescindible. Sin embargo, pocos estudios se han
realizado hasta ahora en la evaluacién del mantenimiento
de 1la expresién de 1las funcidénes del metabolismo de
carbohidratos en cultivo (31,174,186, no se ha
determinado la influencia de las condiciones de cultivo
en la expresién prolongada de estas funciones, y en
general, la mayor parte de estudios se han limitado a las
24-48 horas iniciales de cultivo.

Las funciones que componen el metabolismo
hepatico de hidratos de carbono no se pueden considerar
como funciones independientes, dado que son vias
complejas que sin embargo se hallan estrechamente
relacionadas, y son reguladas en uno u otro sentido
esencialmente por los mismoz efectores (como hemos visto
en el apartado anterior). De ello se deduce que aquellas
condiciones capaces de modificar cualquiera de las vias
metabdélicas, van a influir también de forma determinante
en todas las demas, favoreciendo o no su expresién en
cultiveo. Estos argumentos justifican 1la necesidad de
contemplar el metabolismo de carbohidratos del hepatocito
cultivado de una forma integrada.

La actuacién de un determinado efector en una via
metabdélica, va a tener siempre consecuencias importantes
en todas las demads, y los resultados valorados van a
representar a menudo el balance final de esta accién. La
comparacién de la actuacién de diferentes agentes en el
metabolismo de hidratos de carbono considerado en su



conjunto, resulta extraordinariamente complicada i1in vivg,
donde ademAs se hace incontrolable la influencia de otros
factores exégenos, o en sistemas experimentales in vitro
como el hepatocito aislado, donde no se puede asegurar la
completa preservacién de la capacidad metabélica celular.
Sin embargo, el hepatocito cultivado representa un
sistema  potencialmente adecuado para este tipo de
estudios (dada la gran capacidad metabélica demostrada),
que permite simplificar extraordinariamente el disefio de
experimentos y la interpretacién de resultados.

No obstante la mayoria de estudios realizados en
este modelo contemplan uUnicamente aspectos parciales de
determinadas vias metabdélicas, sin evaluar la accién de
las mismas hormonas y efectores en las vias alternativas
y complementarias del metabolismo de carbohidratos. Sélo
en los d4altimos 3 afios, algunos investigadores han
abordado el estudio comparativo de la accién de hormonas
y efectores sobre el metabolismo de la glucosa (169,200-
202) en diferentes sistemas de cultivo, confirmando el
interés de este tipo de estudios, y la utilidad de 1la
célula cultivada como modelo experimental adecuado para
su realizacién.

Si bien existe un gran conocimiento basico en
cuanto a las actividades que constituyen el metabolismo
hepatico de hidratos de carbono (que hemos resumido en el
apartado 2.), quedan por otra parte numerosas cuestiones
por resolver en cuanto al mecanismo de actuacién de los
distintos agentes implicados en su expresién y
regulacién; a éstas se han afiadido algunas nuevas,
gracias a 1los recientes avances en el tema. En los
altimos 6 afios, el descubrimiento de la F-2,6-P= y su
papel en la regulacién del flujo glucolitico/
gluconeogénico (66), asi como la observaciéon de gue estas
vias metabélicas pueden estar implicadas directamente en
la sintesis de glucégeno Iin vivo (65>, han abierto
indudablemente nuevos caminos de estudio en el
metabolismo de carbohidratos y su regulacidén, que deben
contemplarse de acuerdo con nuevas perspectivas.

No cabe duda de que el entendimiento del control
de los procesos metabélicos hepaticos in vivo va a estar
apoyado en ultima instancia por la utilizacién
alternativa y <complementaria de modelos celulares,
capaces de facilitar la distincién de 1la actuacién de
diferentes efectores (solos o0 en combinacién), lejos de
las interferencias de factores exégenos indeseados que a
menudo aparecen en la experimentaciémn con el animal
entero.

No obstante el modelo experimental utilizado
debe primeramente demostrar su capacidad para reflejar el



comportamiento del hepatocito iIn wvivo, que permita
finalmente la extrapolacién fiable de los resultados.

El cultivo primario de hepatocitos responde a
estos requisitos, y constituye por tanto un modelo
experimental potencialmente adecuado para abordar de
forma sencilla y reproducible aquellas cuestiones.



4. OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS.

Los laboratorios de Enzimologia y Cultivos
Celulares del Centro de Investigacién de "La Fe", han
realizado un gran esfuerzo en el desarrollo, optimizacién
y caracterizacién (28,46,48,49) de un sistema
experimental de cultivo primario de hepatocitos  de rata
adulta, en medio quimicamente definido, totalmente 1libre
de. SBF, para su aplicacién a estudios de hepatotoxicidad, .
funcionalidad y metabolismo hepaticos (13,203).

Enmarcado en este objetivo conjunto, el estudio
del metabolismo de hidratos de carbono presenté un
interés especial dado el gran nimero de cuestiones que
permanecen actualmente por resolver en cuanto a la
regulacién de estas funciones in vivo (algunas de las
cuales han ido surgiendo a lo largo de la realizacién de
este trabajo), y 1la potencial utilidad de 1la célula
cultivada en la investigacién de esta &rea concreta de la
bioquimica hepatica.

Estas consideraciones, junto con los antecedentes
expuestos en el apartado 3., plantearon la conveniencia
de 1la realizacién inicial de un estudio de las
caracteristicas del metabolismo de hidratos de carbono
del hepatocito cultivado, en nuestras condiciones
particulares de cultivo, que contemplara de forma
conjunta todas las vias implicadas.

Por otra parte, se consideré también necesaria
su comparacioén, en todos los casos, con las
caracteristicas metabélicas del Thepatocito in vivo,
previa a su utilizacién final en el estudio concreto de
los factores que pueden modular la actividad glucolitica,
gluconeogénica y de sintesis de  glucégeno. De esta
manera, se fijaron dos aobjetivos principales:

D) La caracterizacioén del metabolismo de
hidratos de carbono en el hepatocito
cultivado.

Esta parte del estudio comprende la evaluacién de
la capacidad glucolitica, gluconeogénica y glicogénica
celular en cultivo, en condiciones basales y en respuecsta
a hormonas a corto plazo, en funcién del tiempo de
mantenimiento en cultivo.



Por otra parte, se ha determinado la influencia
de distintos factores hormonales en la supervivencia y
funcionalidad celular, parametro que debemos considerar
independiente de 1la capacidad de respuesta celular a
corto plazo, y que se halla estrechamente relacionado con
el mantenimiento del estado de diferenciacién celular del
hepatocito en cultivo,

Esta primera aproximacién, nos wva a permitir
conocer el status metabdélico de la célula, y establecer
las 1limitaciones en el tiempo en que el sistema
experimental puede ser utilizado de forma fiable en el
estudio de 1la regulacién de 1las vias metabélicas que
forman el metabolismo de carbohidratos hepético.

2) El estudio comparativo de 1la accion de
factores hormonales y nutricionales en 1la
regulacién del metabolismo de carbohidratos,
en relacién con su posible actuacién in
vivo.

La influencia de hormonas y nutrientes en 1la
modulacién a corto plazo, de forma coordinada, de la
glucolisis, la gluconeogénesis y 1la sintesis de
glucégeno, se ha evaluado en las condiciones mas éptimas
de actividad metabélica celular y contemplando los
recientes conocimientos descritos en estas funciones
metabdlicas.

Este estudio se ha realizado intentando mantener
al hepatocito en un entorno que recuerde las condiciones
fisiolégicas del higado imn vivo, a fin de conocer 1los
mecanismos que modulan la actividad metabélica del
hepatocito in vitro de forma que permita relacionar 1los
resultados obtenidos, con la modulacién del metabolismo
de carbohidratos in vivo.

Podemos considerar que el primero de los
objetivos afecta fundamentalmente al sistema "“per se",
mientras que el segundo constituye una primera aplicacién
del modelo al estudio de algunas cuestiones, actualmente
objeto de revisién, en la regulacién del metabolismo de
hidratos de carbono.

Para una mayor claridad en la exposicién de los

resultados, agilizando ademds 1la lectura, presentamos
este estudio en apartados independientes que incluyen
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tanto los resultados como la discusién relativa a cada
via metabdélica estudiada. Finalmente, en 1la Discusién
final, hemos pretendido presentar de forma muy breve las
interpretaciones que se deducen de 1la comparaciéon del
status metabdélico de la célula cultivada y su respuesta a
los diferentes efectores estudiados, con el status
metabdélico del hepatocito in vivo, respecto al
metabolismo de hidratos de carbono.
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MATERIAL



1. ANIMALES.

Se utilizaron ratas macho adultas Sprague-Dawley
de 200-300 gr de peso, criadas en el animalario del
Centro de Investigacién de "La Fe", mantenidas ad libitum
con pienso estandar (Panlab, Barcelona) y agua, y
sometidas a un régimen de iluminacién diurna desde las 8
a las 20 horas.

Los animales utilizados fueron sacrificados entre
"las ©-11 horas rutinariamente. . . . . . . . . . . . -,

2. APARATOS.

Para la perfusién hepatica se utilizé una bomba
peristaltica LKB Multiperpex 2115, y un bafio
termostatizado con agitacién Kowell FB-3-V-B.

Todas las manipulaciones con las células aisladas
o cultivadas, se realizaron en cémara de flujo laminar
(Air Flux). Las células se mantuvieron en estufa Heraeus
con atmésfera humeda y ambiente CQ0=z/0z controlado. La
observacién microscépica se realizé con ayuda de un
microscopio invertido Leitz-Wetzlar de contraste de fases
modelo Diavert, y un Olympus BH2, ambos con cémara
fotografica incorporada.

Las homogenizaciones se realizaron rutinariamente
con homogenizadores de vidrio Kontes (Kontes Glass Co,
USA> o con un sonicador MSE 150V y sonda exponencial (3
mm de diémetrod.

Las centrifugaciones a baja velocidad se
realizaron en centrifuga de mesa MSE Multex. Para la alta
velocidad empleamos, centrifuga de mesa para Eppendorf
Heraeus Biofuge, y centrifugas refrigeradas Jouan CR 1000
y MSE High Speed 25.

Para las determinaciones de metabolitos y
actividades enzimaticas se utilizé un espectrofotéometro
Shimadzu UV240 y un LKB Ultrospect 4050 termostatizado.

La cuantificacién citofotométrica se realizdé con

ayuda de un microscopio citofotométrico Leitz MPVZ,
conectado a un computador Hewlett Packard 2100.



3. PRODUCTOS.

3.1. Casas comerciales.

Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, RFA)
Flow Laboratories (Irvine, Escocia).
Pharmacia Fine Chemical (Uppsala, Suecia).
Merck (Darmstadt, RFA).

Millipore Corporation (Bedford, USA).
Nordisk Gentofte (Gentofte, Dinamarca).
Novo Industri A/S (Copenhague, Dinamarca).
Nunc (Dinamarca).

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

Viggo A.B. (Helsinborg, Suecia).

3.2. Enzimas auxiliares.

Colagenasa (E.C.3.4.24.3.), lactato dehidrogenasa
(E.C. 1.1.1.27.)>, aldolasa (E.C. 4.1.2.13), Glicerol 3-P
dehidrogenasa (E.C. 1.1.1.8.), triosafosfato isomerasa
(E.C. 5.3.1.1.)>, hexokinasa (E.C. 2.7.1.1.>, piruvato
kinasa <(E.C. 2.7.1.40.> y miokinasa (E.C. 2.7.4.3.)
fueron de Boehringer Mannhein. Glucosa 6-P dehidrogenasa
(E.C. 1.1.1.49) de Sigma Chemical Co.

3.3. Hormonas y productos para cultivo.

- Insulina porcina, altamente purificada,
Velosulin®, Nordisk (Dinamarca).

— Dexametasona, Decadran®, Merck (RFA).

- Glucagén porcino/bovino, Novo (Dinamarca).

— Placas de cultivo (Nunc)

— Albamina bovina (Sigma)

— Medio de cultivo Ham F-12, y NCS (Flow)

3.4. Otros productos.

Pararrosanilina, piruvato y lactato sédico, ATP,
ADP, PEP y F-2,6-P= (Sigma), NAD, NADH, F-6-P y G-6-P,
(Boehringer), DEAE-Celulosa y Sephadex G25 (Pharmacia).
Los reactivos generales de laboratorio de Merck.



METODOS



1. OBTENCION DE LA SUSPENSION CELULAR.

El aislamiento de 1los hepatocitos se realizé
mediante perfusién in situ del higado en dos etapas y

digestién con colagenasa, segan la técnica descrita
originalmente por Berry y Friend <4) , <con algunas
modificaciones, tanto en el proceso de perfusién (204)
como en las soluciones y tiempos de digestién, que

describiremos a continuacién.

El posterior mantenimiento de los hepatocitos en
cultivo requiere que tanto el proceso de aislamiento,
como todas las ulteriores manipulaciones, se realicen en
condiciones de maxima asépsia que aseguren esterilidad.

Todas las operaciones que vamos a describir, se
realizaron por tanto en cémara estéril, equipada con una
cabina de flujo 1laminar horizontal. El instrumental
quirdrgico y material de vidrio necesario, se esterilizé
por calor seco. Las soluciones salinas, agua, y medios de
cultivo, se esterilizaron también convenientemente (calor
himedo o filtracién a través de Millipore 0,2 pm de
poro). El1 material de plastico se esterilizé a su vez por
gas.

1.1. Soluciones de perfusién.

La perfusién hepadtica se realiza con solucién
salina de Krebs-Ringer sin calcio (Tabla I), mantenida a
temperatura ambiente, y gaseada continuamente con
carbdégeno (95% 0~/5% COs>) , con pH constante 7,4. Esta
solucién se complementa en la primera parte de 1la
perfusién con EGTA 80 pM concentracién final. En wuna
segunda etapa, se adicionard 1la colagenasa (30-50 mg por
100 mi de solucién, determinado previamente segun su
actividad), disuelto en solucidén de cloruro calcico (2,5
raM concentracién final).

Tabla I
SOLUCION SALINA DE KREBS-RINGER UTILIZADA EN LA PERFUSION HEPATICA

PRODUCTO CONCENTRACION (mM)

CINa 11
ClK

PO4H2K
S04Mgq2
COaHNa
Glucosa

S Ul 1 1 &= o
comrd D o
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1.2. Procedimiento de aislamiento.

El sistema de perfusidén y proceso general de
aislamiento, estan representados en el Esquema VIII.

El circuito consta de: 1) un depésito colector
que contiene 1la solucién de perfusién constantemente
gaseada con carbégeno, a través de un frasco lavador de
gases; 2) una bomba peristaltica que impulsa la solucién
a través de un tubo de silicona de 2 mm de diametro,
manteniendo un flujo constante de 18-20 ml/min y presién
hidrostatica de 30 cm de agua, previamente calibrados;
3) un bafio termostatizado a 392C, en el que la solucién
de perfusiémn discurre a través de una ampolla captadora
de burbujas y un serpentin, con longitud suficiente para
mantener en su salida una temperatura constante de 372C y
que finaliza en un cateter que se introducird en la cava
del animal.

Cuando la perfusién se hace recirculante, tras la
salida 1libre del medic de perfusién a 1la cavidad
abdominal, este se recogeréd cuidadosamente por medio de
una jeringa, y tras su filtracién a través de Millipore
(0,2 um de porod), se depositarad finalmente en el
recipiente inicial.

Las ratas son anestesiadas por inyeccién
intraperitoneal de Ketolar (Clorhidrato de ketamina), 25
mg por 100 gr de peso. Seguidamente se procede a la
administracién por via intravenosa en la femoral, de 0,4
ml de heparina 5%, con objeto de evitar la coagulacién
sanguinea durante la operacién y facilitar el lavado del
higado.

A continuacién se practica la laparotomia, y se
procede a pasar una ligadura por la vena porta, y otra
por la cava posterior Jjusto por encima de las venas
renales, sin cerrar las ligaduras. Seguidamente se abre
la cavidad toracica, y se procede a ligar la vena cava
anterior por encima del diafragma. Rapidamente se
introduce el cateter (final del circuito de perfusidén) en
la cava anterior, a través del atrio derecho del corazédn
y se procede a cerrar las ligaduras.

A la vez que se inicia la entrada de medio de
perfusién, se procede a cortar la vena porta entre 1la

ligadura y el higado, lo que permite la salida libre de
la solucién de perfusién.

La perfusiéon se inicia con 200 ml de medio de
Krebs-Ringer sin calcio, con objeto de lavar el higado de
su contenido hemAtico y facilitar 1la ruptura de
decsmosomas. Esta es mas efectiva, si se adiciona el



H Cxr 4 <coMrfO*.

CANULA

ATRIO
DERECHO
CAVIDAD
TORACICA
CAVA
PORTA

A,- Frasco lavador de gases

B,- Bomba peristaltica

C,- Ampolla captadora de burbuja
D,- Bafio termostatizado

E,- Serpentin

Esquema VIII,- Esquena general del circuito de perfusién,



quelante EGTA. En esta primera etapa el higado se
perfunde con salida libre a la cavidad abdominal, y los
primeros 100 ml de medio que 1lavaron el higado son
desechados.

En este momento se incorpora 1la colagenasa
disuelta en cloruro célcico a los 100 ml restantes, con
lo que se inicia la segunda etapa de 1la perfusién. La
colagenasa requiere calcio para su actuacién, por lo que
éste debe ser reafiadido junto al enzima en este segundo
periodo.

Tanto 1la temperatura como el pH del medio de
perfusién se controlan durante todo el proceso. En esta
etapa, la solucién de perfusién es recogida de la cavidad
abdominal, tras su salida del higado, con ayuda de una
Jeringa. Previa esterilizacién por filtracién, se
devuelve al reservorio para su recirculacién.

Aproximadamente a los 10 minutos de perfusién con
colagenasa en las condiciones descritas, se consigue la
digestién casi completa de la trama conectiva del higado,
déndose por finalizado el proceso de perfusién.

Tras extraer el higado de la cavidad abdominal,
éste se deposita en una placa Petri, donde se disgregan
suavemente las células con ayuda de una espatula. Esta
suspensién se transfiere a un vaso de precipitados donde
se completa la dispersién celular, agitando suavemente
con 100 ml de solucién de Krebs—Ringer con calcio.

La suspensién celular, se somete a continuacién a

una serie de procesos, que incluyen: tras filtrar a
través de doble gasa, para eliminar los trozos de higado
no digeridos, la suspensién se centrifuga a 50 x g

durante 1 minuto. El sobrenadante se desecha, y el
sedimento celular es de nuevo resuspendido en 100 ml de
la misma solucidén salina, filtrado y centrifugado en las
mismas condiciones. Con este 1lavado aseguramos la
eliminacién completa de 1la colagenasa, asi como de
células no parenquimaticas (mads 1ligeras) y restos
celulares (4).

El sedimento final se resuspende en 100 ml de
medio de cultivo, cuya composicién se describirad méas
adelante, y se mantiene con agitacién suave y gaseo
constante con carbégeno, en la cabina de flujo laminar
hasta el momento de la siembra.



1.3. Control de viabilidad y recuento celular.

La wviabilidad de la suspensién se determiné en
varias alicuotas de la suspensién final mediante el test
de exclusién del azul tripan (205). Este colorante es
excluido por 1las células viables, que mantienen su
membrana integra, y tifie las células con la membrana
dafiada. El1 porcentaje de células capaces de. excluir el
colorante se determiné en una mezcla a partes iguales de
suspensién celular y una solucién de azul tripan 0,4% en
" ¢loruro sbédico 0,9%. Sélo se utilizaron suspensiones con
un 85-90% de viabilidad.

El naomero de células/ml de la suspensién final
fué determinado basadndonos en que la absorcién a 660 nm
de una suspensidén celular puede correlacionarse con la
concentracién celular.

A tal efecto, en el laboratorio determinamos
empiricamente la ecuacién que relaciona ambos parametros
mediante 1la lectura a 660 nm y recuento con cémara
simulténeo de miltiples diluciones de varias suspensiones
de hepatocitos distintas. La relacién entre ambos es
lineal en un rango de concentraciones celulares
comprendidas entre las 0,5-9 x 105 células/ml, o lo que
es lo mismo, para lecturas comprendidas entre 0,1-1 O.D.

La ecuacidén de la recta experimental obtenida es:
0.D. = Blanco + 1,29 x n2 células/ml (r=.998)

donde el blanco es 1la lectura en 0O0.D. a 660 nm del
sobrenadante de la suspensién, tras centrifugar 1 minuto
a 50 x g.

Las alicuotas de la suspensién celular se diluyen
pues convenientemente en ClNa 0,9%, para proceder a la
lectura a 660 nm de la suspensién y el blanco, calculando
mediante la férmula el n2 de células/ml de supensioén.
Rutinariamente, y dependiendo del peso de la rata, se
aislaron entre los 250-400 x 10 hepatocitos.

Una vez determinada la concentracién celular y la
viabilidad (proceso cuya duracién en estas condiciones no
sobrepasa los 5 minutos), la suspensién de hepatocitos se
diluye con medio de cultivo y se ajusta a una
concentracién final de 5 x 10 células viables/ml,
quedando asi preparada para la siembra celular.



2. OBTEECION DEL CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS.

2.1. Medio de cultivo.

Como medio de cultivo utilizamos el Ham's F-12,
cuya composicién se describe en la Tabla II, suplementado
con un O0,2% de albimina bovina, insulina 10 M ¥y
antibiéticos <(penicilina sédica 50 U/ml y sulfato de
estreptomicina 50 pug/ml). El medio Ham F~-12 esta
tamponado con bicarbonato, y contiene glucosa 10 mM ¥y
piruvato 1 mM.

Este es el medio que consideraremos en adelante
como estandar o basal. En algunos casos se han utilizado
variaciones en la composicién del medio de cultivo, que
incluyen tanto la supresién de insulina o glucosa, como
la suplementacién adicional con hormonas y/o distintos
sustratos. Estas se describiran mé&s adelante en los
apartados correspondientes.

2.2. Soporte para cultivo.

Como soporte sélido se han utilizado placas de
cultivo (Nunc) de pléstico de 5 é 10 cm de diametro,
previamente recubiertas con fibronectina por adsorcién
directa de ésta proteina sérica sobre la superficie de
dichas placas (22).

Con ayuda de una espatula se extienden sobre la
superficie de 1la placa 100 ul de NCS sin diluir. Las
placas asi tratadas se dejan 30 minutos a temperatura

ambiente en 1la cabina de flujo laminar, pasados 1los

“cuales se lavan tres veces con agua destilada estéril y
se dejan secar al aire hasta el momento de ser
utilizadas.

El tratamiento del plastico se realizé el mismo
dia de su utilizacién, antes del inicio de la perfusién.

2.3. Siembra celular y desarrollo del cultivo.

En cada placa de cultivo se sembraron 3,5 ml de
la suspensién celular final. Esto equivale a una densidad
final de 85.000 células/cm® de superficie, siendo 1la
capacidad maxima de adhesién de aproximadamente 65-70.000
células/cm=.



Tabla 1II
COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO HfiM F-/2,

PRODUCTO mg/litro
L-Alanina 8,91
L-Arginina HCl 210,70
L-Asparagina H*Q 15,01
Ac, L-aspartico 13,31
L-Cisieina HCI 31,53
Ac, L-glutéamico 14,71
L-Glutamina 146,20
Glicina 7,51
L-Histidina HC1 H20 20,96
L-Isoleucina 3,94
L-Leucina 13,12
L-Lisina HCl1 36,53
L-Metionina 4,48
L-Fenilalanina 4,96
L-Prolina 34,54
L-Serina 10,51
L-Treonina 11,91
L-Triptofano 2,04
L-Tirosina sal disédica 6,76
L-Valina 11,72
Biotina 0,0073
Pantotenato calcico 0,238
Colina (cloruro) 13,96
Ac, Félico 1,32
Inosiiol 18,02
Ni cot inamida 0,037
Piridoxina HCI 0,062
Riboflavina 0,038
Tiaraina HCl 0,337
Vitamina Bi2 1,36
Cl2Ca,2H20 44,10
S04Cu ,5H20 0,0025
S04Fe,TH20 0,8346
CIK 223,170
S04Mg, TH20 147,90
ClNa 7600,00
P04HNa2 142,00
COsHNa 1176,00
S04Zn,TH20 0,863
D-Glucosa 1802,00
Piruvato sédico 110,00
Hipoxantina 4,08
Ac, Lipoico 0,206
Netil linoleato 0,088
Putrescina,2H20 0,1611
Timidina 0,727
Rojo fenol (sal disédica) 12,00



Inmediatamente las placas son transferidas a una
estufa de cultivo con ambiente controlado (5% CO=z=/airel y
atmésfera saturada de humedad, donde se mantienen a 372C
durante el periodo completo de «cultivao, o durante
cualquiera de las incubaciones que posteriormente
describiremos para cada experimento.

El medio se renueva totalmente 1 hora después de
la siembra celular, cuando se ha completado el proceso de
adhesién a 1la placa, eliminando de esta manera las
células sobrantes no adheridas y los restos celulares. A
partir de este momento el medio se renovarad diariamente
cada 24 horas.

Como hemos dicho anteriormente, tanto el cambio
de medio de cultivo, como cualquier otra manipulacién o
tratamiento posterior del cultivo se realizan siempre en
condiciones de asépsia total, para evitar posibles
contaminaciones.

3. DETERMINACION DE ACTIVIDADES METABOLICAS.

3.1. Tratamientos generales.

Tras la incubacién de los hepatocitos en las
condiciones y tiempo sefilalados en cada experimento
particular, se han determinado tanto metabolitos vertidos
al medio de cultivo como enzimas o metabolitos contenidos
en la célula, refiriendo el resultado final a mg de
proteina celular.

Dado que los hepatocitos permanecen adheridos al
fondo de la placa, es posible recoger el medio de cultivo
libre de células para 1la posterior valoracién de
metabolitos producto de la actividad celular. Como norma
general, las pocas células que pudieran ser arrastradas
en el sobrenadante fueron eliminadas por centrifugacisén
(1 minuto a 50 x g), filtracién a través de 1lana de
vidrio, o bien por precipitaciémn con &cido perclérico 7%
concentracién final, dependiendo del ensayo. El
sobrenadante finalmente se conservé congelado a -202C
hasta el momento de la valoracién.



En los experimentos encaminados a la valoracién
de metabolitos o enzimas celulares, se desechdé el medio
de cultivo, lavando a continuacién répidamente la placa
con PBS frio pH 7,2. Las placas son congeladas entonces
rdpidamente por inmersién en N= liquido y conservadas
generalmente a —-202C hasta el momento de la valoracién.

Las células entonces se recogen con ayuda de una
espatula en los medios de homogenizacién adecuados para
cada caso, y se homogenizan por 40 golpes en
homogenizadores de vidrio Kontes, o bien se sonican (3
veces durante 5 segundos a 12 microns) siempre en frio,
" tal como se 1indica en cada caso concreto. En el
homogenado, se procede a la valoracién.

3.2. Actividad glucolitica.

La actividad glucolitica de 1los hepatocitos
cultivados se determiné, tras los diferentes
tratamientos, ensayando la velocidad de 1liberacidén de
lactato al medio de cultivo, a partir de glucosa 10 mM.

Para ello, y a los tiempos indicados, se lavaron
cuidadosamente las monocapas 3 veces con PBS a 372C pH
7,2, y se adiciondé medio fresco, previamente equilibrado
en la estufa. Las células se incubaron durante 2 horas en
estufa a 372C, tiempo durante el cual se tomaron
alicuotas regularmente. En ellas se determind finalmente
el lactato producido y liberado al medio de cultivo, que
resulté ser lineal, lo que permite finalmente calcular 1la
velocidad de produccién como la pendiente de la recta
obtenida, que se expresa como nmol/mg prot. celular/min.

Para la valoracién de lactato, las alicuotas se
recogieron sobre PCA (7% concentracién final), a fin de
desnaturalizar 1la LDH que 1los hepatocitos 1liberan al
medio en mayor o menor proporcién, dependiendo de los
distintos tratamientos y tiempo de cultivo. Tras separar
el precipitado por centrifugacién, el sobrenadante Aacido
puede conservarse a -202C hasta el momento de su
valoracién. El lactato se valora finalmente en los
sobrenadantes neutralizados segin se describe en el
apartado 5.2. La proteina celular se valoré en todos los
casos en las placas correspondientes.

En otros experimentos se ha evaluado de modo
semejante la cantidad total de lactato liberada al medio
de cultivo tras periodos mas prolongados de incubacién.
En estos casos s6lo se tomaron alicuotas al inicio y al
final de dichos periodos, y los datos por tanto wvan a
expresarse finalmente como nmol/mg en el tiempo de
incubacién determinado.



3.3. Actividad gluconeogénica.

La actividad gluconeogénica fué ensayada de modao
semejante a 1la glucolitica, wutilizando en este caso
distintos sustratos (lactato, piruvato glicerol y
fructosa) en ausencia de glucosa. En este caso no pudo
realizarse el ensayo en medio de cultivo, ya que 1la
presencia en la composicién de éste de aminodcidos
gluconeogénicos, eleva considerablemente 1la actividad
gluconeogénica basal en ausencia de precursores,
dificultando la interpretacién de los resultados.

_ Los ensayos se realizaron por tanto en solucién
salina de Krebs-Ringer exenta de glucosa, a la que se
adicionaron 1los distintos precursores <(concentracién
final 10 mM.

Tras los distintos tratamientos y a los tiempos
indicados de cultivo, las placas se lavaron
cuidadosamente con PBS a 372C pH 7,2, iniciadndose el
ensayo con la adicién de 1la solucién salina con el
precursor previamente gaseada con carbégeno y a 372C. Las
placas se incuban durante 2 horas en estufa a 372C,
tiempo en el que a 1intervalos regulares se +toman
alicuotas en las que valoramos finalmente la glucosa
segan el procedimiento descrito en 5.1. Finalizado el
ensayo las monocapas se lavan cuidadosamente y se
congelan para la posterior determinacién de proteina y
glucodgeno.

En estos experimentos se determiné también el
contenido inicial de glucégeno en una serie de placas que
fueron congeladas en el momento de iniciar el ensayo.

La cantidad de glucosa producida y liberada al
medio de incubacién durante el ensayo resulté ser lineal,
lo que permite finalmente calcular 1la velocidad de
liberacién de glucosa como la pendiente de 1la recta
obtenida, que expresamos como nmol/mg prot. celular/min.
La valoracién del contenido en glucégeno antes y después
de 1la incubacién permite, por otra parte, corregir en
cierta medida 1la liberacién de glucosa al medio de 1la
contribucién del propio glucégeno celular, degradado o
bien sintetizado durante el ensayo.

3.4. Sintesis de glucégeno.

Los experimentos encaminados a determinar el
efecto glicogénico de hormonas y sustratos se han basado
en el ensayo directo del glucégeno acumulado en 1los
hepatocitos tras los distintos tratamientos y tiempos de



cultivo. A diferencia de los experimentos que utilizan
sustratos marcados, en los que se determina la velocidad
de 1incorporacién de glucosa a glucégeno, con este
protocolo hemos pretendido estimar no la velocidad de
sintesis como tal, sino 1la capacidad del hepatocito
cultivado en cultivo para acumular y conservar glucégeno,
resultado final del balance entre las actividades de
sintesis/degradacién.

En estos experimentos los hepatocitos se
incubaron en el medio habitual de cultivo suplementado
con las distintas hormonas y sustratos objeto de estudio.
. Antes de iniciar la incubacién, en todos los casos se
lavaron y «congelaron de la forma habitual placas
destinadas a determinar el contenido inicial de
glucégeno. A los tiempos indicados tras la adicién de
nuevo medio de cultivo y las hormonas y nutrientes objeto
de estudio, se desechdé el sobrenadante y se lavaron las
placas correspondientes a las distintas variables, que se
congelaron hasta el momento de 1la determinaciémn de
glucégeno y proteina. El contenido en glucégeno se
determindé segin se describe en el apartado 5.3. Los
resultados se expresan, bien como contenido neto de
glucégeno (nmol equivalentes de glucosa/mg prot. celular)
0 bien en relacién con el contenido inicial <(%>.

En algunos casos, en el mismo experimento se
lavaron y fijaron adecuadamente placas paralelas
destinadas a 1la deteccién citoquimica del glucégeno,
segin el protocolo descrito en el apartado 7.1.

4. PURIFICACIOR DE LA PPi:6-FOSFOFRUCTO-1-KINASA (E.C.
2.7.1.90.0.

Esta fosfotransferasa utiliza pirofosfato como
dador del grupo fosfato, siendo ademds muy sensible a 1la
accién del activador, por 1lo que se utiliza para la
valoracién de la F-2,6-P= presente en los hepatocitos.
El enzima se obtiene mediante purificacién parcial del
enzima presente en los tubérculos de patata, segin el
método descrito por Van Schaftingen y col. (206).

a) Protocolo de la purificacién.

- 330 gr de patatas, peladas y troceadas, se
homogenizan cuidadosamente a 4°2C en dos volumenes de



medio compuesto por Hepes 20 mM, acetato potasico 20 mM y
DTT 2 mM, pH 8,2.

El homogenado mantenido en frio, se filtra a
través de gasa y papel, para eliminar el almidén y 1los
trozos de tejido. A continuvacién se afiade pirofosfato
sé6dico y acetato magnésico a concentraciém final 2 mN,
necesarios para estabilizar el enzima, controlando de
nuevo el pH estable a 8,2.

El homogenado se incuba durante 5 minutos a 592C
(en bafio mantenido a unos 702C) con agitacién constante,
proceso que permite inactivar el aproximadamente 25% de
otras actividades fosfotransferasa que contiene la
patata.

Tras enfriar rapidamente en bafio a 02C, se lleva
a pH 7,2 con ClH, y se afiade poco a poco y agitando PEG
6000, hasta concentracién final 6%. Se mantiene en frio
unos 10-15 minutos en agitacién suave, y se centrifuga
finalmente a 16.000 x g a 49C durante 15 minutos.

Se desecha el precipitado, y se afiade de nuevo al
sobrenadante PEG 6000 hasta concentracién final 15%,
manteniendo de nuevo en frio y agitando suavemente
durante 15 minutos.

La mezcla se centrifuga en las mismas
condiciones, y el sedimento se resuspende hasta
homogeneidad en 40-80 ml de tampén Tris 20 mM, ClK 20 mM,
DIT 2 mM a pH 8,2.

Esta suspensién final del enzima se reparte en
alicuotas de 2 ml que se congelan inmediatamente en N=
liquido, donde se conservan hasta el momento de su
utilizacién. De esta forma el enzima mantiene su
actividad durante al menos 3 meses.

A lo largo del proceso de purificacién se toman
alicuotas en diferentes pasos, en las que valoramos
proteina y actividad enzimatica. Esto permite calcular
finalmente el rendimiento de la purificacién. Por término
medio se .purifica el enzima unas 25-30 veces, con un
rendimiento final del 40%.

b) Valoracién de la actividad enzimiatica.
El enzima se wvalora tal como describen Van
Schaftigen y col. (206>, midiendo 1la disminucién de

absorcién a 340 nm producida por la desaparicién de NADH
tras la secuencia de reacciones acopladas:



PPi :PFK
Gliceraldehido 3-P

F-1.6-P; < TPI
Aldolasa 1

Dihidroxiacetona-P

UTADH +
G-3-P DH
NAD -*

Glicerol 3-P

1 Unidad de actividad PPi: PFK es la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de F-1,6-P:z
por minuto a 302C, que equivale a 2 /imoles de NADH
desaparecido. La reaccién se lleva a cabo en
espectrofotémetro termostatizado a 302C.

Tras una preincubacién de 5 minutos a 302C de una
mezcla (volumen final 1 mi) que contenia la muestra de
enzima en Tris/CIH 50 mM pH 8, acetato magnésico 5 mM,
NADH 0,15 mM, F-6-P 5 mM, Aldolasa 0,5 U/ml, G-3-P DH
1,7 U/ml y TPI 5 U/ml, 1la reaccién se desencadena por
adicién de PPi sédico 2,5 mM concentracién final, 1leyendo

la disminucién de absorcidén a 340 nm durante 5 minutos a
30°cC.

De esta manera se determina la actividad basal
del enzima, en ausencia de activador. La maxima actividad
se determina en idénticas condiciones, pero en presencia
de F-2,6-P2 1pM concentracién final. Se comprobaron
ademas las caracteristicas cinéticas del enzima
purificado, frente a concentraciones variables de F-6-P,
Pi y F—-2, 6-Ps»

c) Preparacién de reactivos.

La F-6-P debe ser tratada previamente con acido.
Esto es importante ya que asegura la hidrélisis total de
la F-2,6-P2 posible contaminante del preparado comercial
(dada su labilidad en medio &cido), que podria interferir
en la valoracién del contenido en F-2,6-Ps a causa de
la alta sensibilidad del método.

Diversas sales ejercen un marcado efecto
inhibidor de 1la PPi:PFK (206). Por ello es importante
eliminar el sulfato aménico de 1la preparacién de enzimas
auxiliares. Estos se desalinizan por filtracién en
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columnas de Sephadex G-25 Fine (0,5 x 5 en) segun el
método descrito por Penefsky y col. (207) .

5. VALORACION DE METABOLITOS.

Todas las valoraciones se realizaron siempre por
duplicado frente a blancos y curvas patrdén adecuadas.

5.1. Determinacién de glucosa,

a) Fundamento:

Utilizamos el kit de valoracidn GOD-Perid
(Boehringer-Manheim) , basado en el método de 1la glucosa
oxidasa descrito por Verner 'y col (208), segun las

reacciones acopladas:

Glucosa + Os» + HzO ——————————- »* Gluconato + Hs>0s>

H202 + ABTS -— Colorante + Hs>0

El ABTS actta como crombgeno, y la intensidad del
color producido se mide espectrofotometricamente a
420 nm.

b) Preparacién de la muestra:

La glucosa se determindé directamente en las alicuotas
recogidas durante el ensayo de actividad gluconeogénica.
En algunas ocasiones se valord también la glucosa
presente en el medio de cultivo, en muestras previamente
desproteinizadas y neutralizadas.

c) Procedimiento:
A 1 mi de mezcla de ensayo, se adicionan 0, 1 mi

de muestra. La mezcla final de ensayo contenia tampdn
fosfato 91 mM pH 7, GOD 9 U/ml, POD 0,73 U/ml, ABTS 0,9
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mg/ml y cantidades variables de glucosa comprendidas
entre 2,5 y 40 nmol/ensayo.

Tras una incubacién de 30-50 minutos a
temperatura ambiente, la absorcién de las muestras a
420 nm se lee frente al blanco y la curva patrén.

5.2. Determinacién de lactato.

a) Fundamento:

Hemos seguido el método enzimAtico descrito por
Gutmann y Wahlefeld (209) basado en la conversién de

lactato a piruvato por la actividad LDH, segan la
reaccién:

LDH
Lactato + NADY e———-——we Piruvato + NADH + H™*

La reaccién se hace irreversible por la
incubacién en presencia de NAD™ y LDH en exceso, en medio
alcalino (para atrapar protones) y en presencia de
hidracina que elimina el piruvato formando la hidrazona
correspondiente. La cantidad de 1lactato presente se
determina por el cambio de extincién a 340 nm producido
por la aparicién de NADH en el ensayo.

b) Preparacién de la muestra:

El lactato se determina en los sobrenadantes
adcidos de 1las alicuotas recogidas en el ensayo de
actividad glucolitica, previamente neutralizados con una
solucidén de COzK= 3 M/Imidazol 0,2 M.

c) Procedimiento:

El volumen final de ensayo fué de 1 ml. La mezcla
de ensayo contenia, tampén hidrazina 0,3 M/glicina 0,75 M
pH 9,3, EDTA 4 mM, NAD 2,5 mM y cantidades variables de
lactato comprendidas entre los 5 y 200 nmol/ensayo que se
incorporaron en un volumen maximo de 0,2 ml de solucién
patrén o sobrenadante neutralizado.

Tras agitar y leer E: a 340 nm, la reaccién se

desencadena con la adicién de 30 U de LDH. Se incuba
durante 60 minutos a temperatura ambiente, y se lee E= a



340 nm. La cantidad de lactato presente se calcula
comparando el AE de la muestra con el producido en la
curva patrén y blanco de reaccién paralelos.

5.3. Valoracién de glucégeno.

a) Fundamento:

El contenido en glucégeno de los hepatocitos fué
determinado colorimétricamente, previa extraccién y
purificacién, por el método de Hassid y Abraham <(210).
Esta técnica se basa en la hidrélisis de los enlaces
glicosidicos y simulténea deshidratacién de la glucosa a
hidroximetil furfural en medio a4cido, que condensa con la
antrona dando coloracién a 620 nm.

b) Preparacién de las muestras:

Valoramos el contenido en glucégeno de 1los
hepatocitos en placas previamente lavadas que conservamos
congeladas hasta este momento. Las especiales
caracteristicas del cultivo ( a) bajo contenido en
glucégeno y/o proteina, tras determinados tratamientos y
tiempos de cultivo, y b)> la necesidad, en todos 1los
casos, de wun volumen minimo imprescindible para 1la
recogida y homogenizacién correcta de las células) hacen
que la extracciéon del glucégeno, que supone en Gltima
instancia una concentracién de la muestra, sea un paso
previo necesario a su determinacioén, cualquiera que sea
el método de valoracién empleado.

La extraccién segun la técnica de Good y col.
(211> fué la mas adecuada de 1las varias testadas. El
método se basa en 1la digestién celular con KOH vy
posterior precipitacién del glucégeno con etanol. El
protocolo basico seguido fué:

Las células se recogen con ayuda de una espatula
en 1 ml de ClNa 0,9% en frio, depositéandolas en un tubo
de centrifuga de punta cénica, donde se homogenizan por
sonicacién inmediatamente. Tras separar una alicuota para
la determinacién de proteina, el homogenado se digiere
por tratamiento con KOH (30% concentracién final) durante
30 minutos en bafio a 1002C. El digerido se somete a una
primera precipitacién del glucégeno con etanol (66%
concentracién final) durante toda la noche a 02C.

El precipitado de glucégeno se recoge por
centrifugacion a 3000 rpm durante 30 minutos a 42C, y se
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somete a un nuevo lavado y reprecipitacién en las mismas
condiciones. El glucégeno se valora directamente en el
precipitado final.

c) Procedimiento:

El glucégeno se redisuelve culdadosamente en agua
destilada en el mismo tubo donde se ha extraido y
concentrado. Valoramos en un volumen final de 1,5 ml que
contiene una mezcla de S0aH= 11,9 M, antrona 3,4 nmM y
glucégeno (o solucidén patrén de sacarosad) en cantidades
- variables comprendidas entre 6-140 nmol -equivalentes de -
glucosa/ensayo.

Las muestras se mantienen en bafio de hielo hasta
el momento en que, tras agitar exhaustivamente, se
transfieren a un bafio a ebullicién donde se incuban
durante 10 minutos. La reaccién se detiene por una répida
inmersién en bafio de hielo. El glucégeno contenido en
cada placa se calcula a partir de la absorcién a 620 nmn,
frente al blanco y curva patrén correspondientes.

Todo el material de vidrio utilizado debe ser
lavado exhaustivamente y sometido a un bafio prolongado en
mezcla crémica, para evitar posibles interferencias en la
valoracion.

La exactitud de todo el proceso, radica
fundamentalmente en el procedimiento de extraccién, que
debe ser lo mAs cuidadoso posible para evitar pérdidas
durante la manipulacién. Como control interno, soluciones
estandar de glucégeno (entre 60-600 nmol equiv. de
glucosa/ml) en presencia y ausencia de proteina exégena
(albumina bovina) se sometieron al proceso completo de
extraccién-valoracién descrito, obteniéndose una
recuperacién final de al menos el 90% para todos los
casos.

5.4, Determinacién del contenido en fructosa
2,6-bifosfato.

a) Fundamento:

El contenido en F-2,6-Pz2 de los hepatocitos, se
determiné por la capacidad de este metabolito para
estimular la PPi:PFK de patata, en condiciones de minima
actividad basal del enzima. El1 método, descrito por Van
Schaftingen y col. <(206), se basa en las siguientes
reacciones acopladas:
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I |
F-1, 6-P2 -——————mmmmmmf e TPT
Aldolasa \ I

Dihidroxiacetona-P

NADH + -
G-3-P DH
NAD **

Glicerol 3-P

La actividad PPi:PFK se determina finalmente como
disminucidén de la absorcién a 340 nm debida a la
desaparicidén de NADH durante el ensayo. El contenido en
F-2,6-Ps> se calcula frente a curva patrén.

b) Preparacidén de la nuestra:

Para la determinacidén de F-2,6-Ps;, las monocapas
tras los distintos tratamientos, se congelaron
rdpidamente por contacto de la superficie de la placa con
Ns liquido, vy se conservaron 1inmersas en éste hasta el
momento de la determinacidn.

Los hepatocitos se recogen con ayuda de una
espatula, tras descongelacidén rapida en NaOH 50 mM, vy se
homogenizan. Los homogenados se incuban durante 5 minutos
en bafio a 802C, tratamiento que hidroliza la F-1,6-Pd
existente en las muestras, que es alcali-14bil. La
F-2,6-Pz se valora directamente en el extracto alcalino.

c) Procedimiento:

La determinacidén de F-2,6-Ps> se realizd en las
mismas condiciones de ensayo indicadas en el apartado 4.
para la valoracidén de la actividad PPi: PFK, pero en
presencia de PPi sédico 0,5 mM y F-6-P 1 mM. En éstas
condiciones la PPi:PFK es ©practicamente inactiva en
ausencia del actiwvador.

La concentracidén de F-2,6-P:z se calcula frente a
una curva patrdén en la qgue se representa actividad
enzimatica frente a concentraciones conocidas del
metabolito, detectédndose cantidades de F-2,6-P2 del orden
de 0,5 pmol/ensayo.
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5.5. Determinacién de fésforo inorganico.

a) Fundamento:

La determinacién se realiza segin la técnica de
Fiske y Subbarow (212), basada en la reduccién del ién
fosfomolibdato en medio &cido, a azul de molibdeno, que
se determina colorimétricamente a 660 nm. La reaccidén es:

H-ﬂ«
Pi + Molibdato aménico + AANS w-——— o AZzul de molibdeno

La cantidad de azul de molibdeno es proporcional
a la cantidad de Pi presente en la muestra. El1 AANS actua
como agente reductor.

b) Preparacién de la muestra:

El Pi se valordé directamente en los sobrenadantes
a4cidos obtenidos en el ensayo de la glucégeno
fosforilasa, descrito en el apartado 6.2.

c) Procedimiento:

A los sobrenadantes acidos, mantenidos en bafio de
hielo, se adiciona directa y simultadneamente molibdato
aménico (preparadoc en SO0aH= 5 N) 0,25% concentracién
final, y AANS 0,4 mM concentracién final. Tras agitar
rdpidamente, se incuban las muestras 1 hora a temperatura
ambiente y se leen a 660 nm frente a una curva preparada
con solucién patrén de fosfato, con concentraciones
variables entre 0,1-1,5 pmol/ensayo para un volumen final
de 5,2 ml, o entre 0,025-0,5 pmol/ensayo para volumen
final de 2 ml.

5.6. Valoracién de nucledétidos adenilicos.
a) Fundamento:
El ATP presente en 1los hepatocitos, se wvaloré

segin el método de Lamprecht y Trautschold (213>, basado
en las siguientes reacciones acopladas:
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HK G-6-P DH
Glucosa ... 7~ G-6-P— » 6-fosfogluconato

/ \ / x
ATP ADP NADPT NADPH + H"

La cantidad de ATP, proporcinal al NADPH formado,
se calcula en funcidén del AE a 340 nm.

La concentracién de ADP y AMP se determind de
acuerdo con el método descrito por Adam (214), Dbasado en
las reacciones siguientes:

PK LDH
PEP — Piruvato Lactato

ADP. ATP NADH + H~ NAD *

MK — & AMP

Secuencialmente, se valordé primero el contenido
en ADP, proporcional al NADH desaparecido, vy en segundo
lugar el AMP, gue se corresponde también finalmente a la
cantidad de NADH desaparecido durante la incubacién.

b) Preparacidn de la muestra:

Las células, procedentes de placas lavadas y
congeladas réapidamente en N2 ligquido, se recogieron en 1
mi de solucién de PCA 7%, y se homogenizaron manualmente
con 25 golpes en un homogenizador de vidrio. Tras
centrifugar a 10.000 rpm en fridé durante 10 minutos, el
material precipitado se conserva para la valoracidén de
proteina, y el sobrenadante 4&cido se neutraliza con
solucidén de COsKsa 3 M/Imidazol 0,2 M.

El precipitado se separa con una nueva
centrifugacidén en idénticas condiciones, vy en el extracto
neutro se valoran ATP, ADP y AMP,

c) Procedimiento:
Para valorar el ATP, la muestra se incubd en un
volumen final de 1 mi con una mezcla de ensayo pH 7,4 que

contenia glicil-glicina 50 mM, CIsrMg 10 mM, CI1K 100 mM,
glucosa 4 mM, NADP 0,5 mM yv 2 U de G-6-P DH.
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Tras leer Ei a 340 nm, la reaccién se desencadena
por adicién de 2 U de HK, leyendo E= despues de unos 15-
20 minutos de incubacién. El AE es proporcional a la
cantidad de ATP presente en la muestra.

La valoracion de ADP y AMP se realizé en la misma
cubeta a partir del mismo extracto celular. La muestra se
incubé en un volumen final de 1 ml en una mezcla de
ensayo a pH 7,4, que contenia glicil-glicina 50 mM,
Cl=Mg 10 mM, C1K 100 mM, PEP 2 mM, NADH 0,25 mM y 4 U de
LDH.

S .Tras . leer Ei a 340 nn, .la reaccidén se desencadend
con la adicién de 4 U de PK que provoca una disminucién
en la lectura a 340 nm proporcional al NADH desaparecido
y a la cantidad de ADP presente en el ensayo (E=).

Posteriormente se incorporé a la mezcla de ensayo
ATP 1 mM concentracién final, y 4 U de MK. La disminucién
de absorcién provocada en esta segunda parte del ensayo
(Ez), se corresponde con la cantidad de AMP presente en
la muestra.

5.7. Valoraciéon de proteina.

a) Fundamento:

Se ha utilizado el método descrito por Lowry y
col. (215) para la cuantificacion de la proteina presente
en las muestras de hepatocitos cultivados, y
sobrenadantes de homogenados celulares. La técnica se
basa en la asociacién de las ya clasicas reacciones del
biuret y Folin.

b) Preparacién de la muestra:

Cuando la monocapa de hepatocitos se wutilizé
tnicamente para la determinacién de proteina celular, las
células se recogieron en 1 ml de NaOH 0,5 M. Tras tratar
15 minutos a temperatura ambiente, el lisado se congelé y
-descongeldé répidamente.

Estas muestras, asi como en las alicuotas
procedentes de cualquier otro proceso de homogenizacién,
se diluyeron convenientemente en NaOH 0,1 M y se procedié
a la valoracién.
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c) Procedimiento:

Las muestras se valoraron en un volumen final de
ensayo de 1,55 mi, frente a una curva patrdén construida
con albumina bovina en cantidades comprendidas entre los
5-50 pgr/ensayo. Tras 30 minutos totales de incubacidn a

temperatura ambiente, muestras y patrones se leyeron a
660 nm.

6. VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIKATICAS.

Las valoraciones se realizaron en todos los casos
por duplicado, frente a los Dblancos de incubacidén vy
reaccidén adecuados.

6.1. Actividad piruvato kinasa <E.C. 2.7.1.40).

La actividad piruvato kinasa (PK) total se wvalord
como la actividad méxima del enzima en los homogenados de
hepatocitos cultivados, asi como en las fracciones
obtenidas en la purificacidén de los isoenzimas hepéticos.
En algunos casos se determiné también la proporcidédn de
enzima en forma activa, segln se describe a continuacidn.

6.1.1. Valoracién de la actividad piruvato

kinasa.

a) Fundamento:
La actividad PK se valord segin el método
modificado por Felit y col <113), mediante las reacciones

acopladas:

PK LDH
PEP “"Piruvato Lactato

ADP ATP NADH + H* NAD

La actividad enzimdtica se determina por la
desaparicidén de NADH, seguida a 340 nm.
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b) Preparacién de la muestra:

Para 1los experimentos destinados a valorar PK,
los hepatocitos se sembraron en placas de cultivo de 10
cm de didmetro (10 ml de suspensién/placa), que se
congelaron rédpidamente en Nz tras los distintos tiempos y
tratamientos, conservandose a —-202C hasta el momento de
la valoracién.

Las células se recogieron en 2-3 ml de medio de
homogenizacién que contenia glicil-glicina 50 mM, EDTA 15
mM y FK 100 mM a pH 7,4. Tras homogenizar manualmente por
40 golpes en homogenizador -‘de ' vidrig, en frio, el
homogenado se centrifugé a 15.000 x g durante 20 minutos
a 42C. El sobrenadante se utilizé directamente para la
valoracién de PK y proteina.

c) Procedimiento:

La actividad total PK se determind como la Vmasx
ensayada a concentracién saturante de PEP. La muestra se
adicioné a una mezcla de ensayo a pH 7,4 que contenia
glicil-glicina 25 mM, tampén fosfato 5 mM, Cl1K 0,1 N,
Cl=Mg 10 mM, NADH 0,2 mM, PEP 5 mM y 2 U de LDH en un
volumen final de 1 ml. La reaccién se desencadena por
adicién de ADP-Mg 1,25 mM concentracién final, leyendo 1la
dieminucién de absorcién a 340 nm. La actividad PK se
expresa en este caso como mU, definidas: 1 mU es la
cantidad de enzima que transforma 1 nmol de sustrato por
minuto, a 252C.

En algunos casos, se ha determinado también el
grado de activacién de la PK. La variacién de actividad
frente a PEP 0,15 mM se considera como el mejor indicador
de la interconversién entre las dos formas (activa e
inactiva) del enzima, dado que ambas presentan idéntica
Vmax. Determinamos por tanto la actividad enzimAatica en
idénticas condiciones a las descritas, pero en presencia
de PEP 0,15 mM concentracidén final (v).

El grado de activacién de la PK se ha referido
como relacién v/Vmax, Y paralelamente como porcentaje
estimado de la forma activa respecto a la actividad total
existente en la muestra, lo que permite una mas sencilla
comparacién entre valores. Para ello se han efectuado los
cadlculos oportunos, tomando como valores indicativos 1los
datos publicados por Feliua y col. (113,87) segun 1los
cuales, cuando el enzima se encuentra en su forma activa,
la actividad determinada en presencia de PEP 0,15 mM
representa un 45% de la Vmax, mientras que si estéd en
forma fosforilada la actividad determinada a PEP 0,195 mM
representa tan sé6lo el 8-15% de la Vmax.
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6.1.2. Separacién de isoenzimas.

a) Fundamento:

La PK tipo L y M=z se separaron por cromatografia
en DEAE-celulosa segiun el método descrito por Farina y
col. (216).

La eficiencia del método para separar ambos
isoenzimas se testé previamente con extractos de higado y
rifion, donde ambos isoenzimas se hallan presentes en
diferente proporcién. Posteriormente se comprobaron los
isoenzimas separados por sus diferentes propiedades
cinéticas frente a distintas concentraciones de sustrato,
activadores (F-1,6-P=) e inhibidores (aminoAcidos) (80)>.

b) Preparacién de la muestra:

La separacién de isoenzimas se realizé a partir
de extractos celulares obtenidos tras recoger las células
en 2-3 ml de medio de homogenizacién que contenia
Tris/ClH 25 mM, EDTA 2,5 nmM, sacarosa 0,25 M, ClzMg 2,5
mM y DTE 0,5 mM a pH 7,5. Después de homogenizar
manualmente por 40 golpes en homogenizador de vidrio, en
frio, el homogenado se centrifugé a 15.000 x g durante 30

minutos a 42C. En el sobrenadante, destinado a la
separacién de isoenzimas, se determiné inicialmente 1la
actividad PK total y la proteina. De la misma manera ya

descrita, se homogenizaron y centrifugaron las muestras
de tejido <(higado y rifion) utilizadas en la optimizacién
de la técnica de separacién.

c) Procedimiento:

0,5-1 ml del sobrenadante, se aplicaron a
columnas de  DEAE-celulosa (0,5 x 7 cm previamente
equilibradas con manitol 0,25 M/TEA 50 mM, pH 7,5.

La columna se 1lavé primero con 15 ml de este
mismo medio, recogiendose fracciones de 1 ml. En estas
condiciones, la PK-Mz no es adsorbida por el gel,
eluyéndose en las primeras fracciones.

A continuacién la columna se eluye con 15 ml de
solucién manitol 0,25 M/TEA 50 mM pH 7,5 en presencia de
ClKk 0,25 M para liberar el isoenzima PK-L, recogiendo
también fracciones de 1 ml.

En cada fraccién se determina 1la proteina
(absorcién a 280 nm) y la actividad PK total, evitando la
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congelacién de las muestras. El porcentaje de actividad
relativa de ambos isocenzimas se calculé a partir del éarea
de los picos de elucién obtenidos.

6.2. Actividad glucégeno fosfarilasa (E.C.
2.4.1.1.0. :

a) Fundamento:

La glucégeno fosforilasa GE) cataliza la
fosforolisis de 1los enlaces «—(1-24) del glucbégeno. Se
valora en reverso, segin el método descrito por Stalmans

y Hers (132>, midiendo la 1liberacién final de fésforo
inorganico en la reaccién:

GF
G-1-P + Glucégendivms e— g Glucégenocm+r1» + Pi

El Pi se valora posteriormente segin se describié
en el apartado 2.5.5. Diferentes condiciones de
valoracién permiten evaluar las actividades GF total y 1la
fosforilasa a.

b) Preparacién de la muestra:

Las placas se lavaron y congelaron rapidamente en
Nz liquido y se conservaron a -202C hasta el momento de

la valoracién. Las células se recogieron y homogenizaron
en 1 ml de medio conteniendo glicil-glicina 10 mM, EDTA
10 mM, FNa 0,1 M y glucégeno lavado 0,5% pH 7,4.

Una alicuota del homogenado se separé para la
posterior valoracién de proteina, y el resto se utilizé
en la valoracién de la actividad enzimatica total y 1la
proporcién de forma activa.

c) Procedimiento:

La actividad fosforilasa a (forma fosforilada) se
ensaybé en una mezcla que contenia G-1-P 50 mM, FNa 150
mM, glucégeno lavado 1,2% y cafeina 0,5 mM (para inhibir
la actividad fosforilasa b presente en el homogenado)
concentraciones finales, en un volumen final de 200 ul, a
pH 6,1.

La actividad fosforilasa total se ensayo también
en un volumen final de 200yl en presencia de G-1-P 50 mM,
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FNa 150 mM, glucdgeno lavado 1,1%, sulfato aménico 0,5 M
y AMP 1 mM, a pH 6,5.

En ambos casos las muestras se incubaron durante
15 minutos en bafio a 372C, pasados los cuales se detuvo
la reaccién por adicién de 0,5 ml de TCA 10% en frio.
Tras afiadir 3,6 ml de agua, la mezcla final se centrifugéd
en frio a 3000 rpm durante 15 minutos, para eliminar el
material insoluble.

En el sobrenadante &cido se valoré inmediatamente
el Pi liberado en la reaccién para evitar la hidrélisis
de G-1-P que ocurre en medio acido.

La actividad enzimAtica se expresa finalmente en
mU, definidas como 1la cantidad de enzima que transforma
1 nmol de sutrato por minuto, a 372C. En el caso de la
fosforilasa total, el valor de la actividad ensayada se
multiplicé por 1,3, factor de correccién de la inhibicién
por sulfato (132). A efectos comparativos, la cantidad de
enzima existente en forma activa se ha expresado tanto en
mU/mg como en porcentaje respecto a la actividad
fosforilasa total.

d) Preparaciém de reactivos:

Para la valoracién de la glucégeno fosforilasa
empleamos glucégeno (Sigma, tipo II) lavado y valorado
previamente. Para ello:

Se prepara una solucién de glucégeno al 10% en
agua, calentando a 602C para facilitar el proceso. Tras
enfriar en bafio de hielo, llevamos a pH 2,5-3 con &cido
acético, centrifugando a continuacién a 2000 x g durante
30 minutos. Se desecha el precipitado, y el sobrenadante
se neutraliza con NaOH 0,1 M. El glucégeno se precipita
ahora por adicién de etanol (66% concentracién final) y
posterior centrifugacién a 2000 x g durante 30 minutos.
El precipitado se redisuelve con agua destilada y se
somete a un nuevo proceso de precipitacién con etanol.

Finalmente el precipitado es redisuelto con agua,
para obtener una solucién aproximadamente del 20%, y
dializado varias veces frente a agua, a 4°C. La
concentracién exacta de la solucién final, se valord por
el método de la antrona, descrito en el apartado 5.3.
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6. 3. Actividad 6—fosfofructo—2-kinasa (E.C.
2.7.1.105.)

a) Fundamento:

La fosfofuctokinasa 2 (PEFK 2, enzima que
cataliza la formacién de F-2,6-P=, se valoré segin la
técnica descrita por Bartrons y col. (110> basada en la
reacciodn:

PFK 2
" F-6-P '+ ATP am—e —p F-2,6-P= + ADP

La F-2,6-P=> formada se valora tras la incubacioén
segin se describié en el apartado 5.4. Diferentes
condiciones de ensayo, permiten valorar tanto 1la
actividad total como la PFK 2 activa (forma no
fosforilada del enzimad presente en el homogenado
celular.

b) Preparacién de la muestra:

Las placas para determinacién de PFK 2 se
conservan congeladas en N= liquido hasta el momento de la
valoracién. Las células se recogen en 0,7 ml de medio de
homogenizacidén compuesto por fosfato potasico 10 mM, ClK
5 mM y EDTA S mM a pH 7, 1.

Tras bomogenizar en frio por sonicacién, las
muestras se centrifugaron a 10.000 x g durante 5 minutos
a 42C, valorando la actividad enzimatica en el
sobrenadante.

c) Procedimiento:

Para valorar la PFK 2 activa, 1la incubacidén de
las muestras se realizé en un volumen final de 0,25 mnl
conteniendo MES 50 mM, ClK 100 mM, Cl=Mg 2 mM, fosfato
potasico 5 mM, F-6-P 1 mM, G-6-P 3,5 mM y ATP-Mg 5 mM, a
pH 6,6.

La actividad PFK 2 total, se determiné incubando
las muestras en un volumen final de 0,25 ml que contenia
Tris 50 mM, ClK 100 mnmM, Cl=Mg 1 mM, fosfato potasico
1 mM, F-6-P 5 nM, G-6-P 17,5 mM y ATP-Mg 5 mM, a pH 8,5.

Tras 15 minutos de incubacién en bafio a 308C, la

incubacién se detiene en ambas series por adicién de 0,25
ml de NaOH 0,1 M en frio. A continuacién las muestras se
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tratan durante 5 minutos en bafio a 802C, y se procede a
la valoracién de la F-2,6-P= producida durante el ensayo.

La actividad enzimAtica se expresa en este caso
como MU, definidas como la cantidad de enzima que, a
309C, cataliza la produccién de un pmol de F-2,6-P= por
minuto. Para comparar ambas actividades, se ha aplicado
un factor de correccién a la forma activa del enzima
valorada a pH 6,86, que se deduce de los resultados de
Van Schaftingen y Hers (217). Segin estos, la actividad
de la PFK 2 en su forma activa valorada a pH 8,5 seria
equivalente a un 70% de la actividad de ésta misma forma
determinada a pH 6,6 <(en las condiciones o6ptimas de
ensaya), mientras que la actividad de la forma inactiva
(fosforilada) ensayada a pH 6,6 sélo supone un 10-20% de
la determinada para la misma forma a pH 8,5. Los datos se
expresan en actividad especifica o bien, cuando se
compara la proporcién de forma activa, en porcentaje
respecto a la actividad total ensayada a pH 8,5.

7. OTRAS T£CNICAS.

7.1. Localizacién citoquimica del glucégeno.

Series de placas paralelas a las empleadas en la
determinacidén del contenido en glucégeno fueron sometidas
en algunos casos a la localizacién citoquimica del
polisacarido, para su visualizacién in situ o para la
posterior cuantificacién citofotométrica.

Ello hizo necesaria una seleccién previa del
fijador adecuado y de 1las condiciones idéneas de
reaccién, asi como la estandarizacién del proceso y
reactivos empleados, que asegurara finalmente resultados
equiparables.

La tincién se realizé por medio de 1la reaccién

del PAS (Periodic Acid Schiff reaction), método clésico
aceptado para la demostracién histoquimica del glucégeno.

a) Fundamento:

El glucégeno, polisacéarido de alto peso
molecular, se encuentra como solucién coloidal en el
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interior de la célula. La especificidad de la reaccién de
PAS (218) se basa en la hidrélisis de los hidratos de
carbono por accién del &cido peryédico, durante la cual
los grupos 1-2 glicoles se oxidan a grupos aldehido. El
color rojo final aparece tras la reaccion de 2 grupos
aldehidos préximos con el &cido sulfofucsinico (reactivo
de Schiff).

La reaccién es negativa cuando los grupos glicol
est&dn bloqueados (p.ej. con radicales &cido, en 1los
mucopolisacaridos). Dado que 1la mayoria de azacares
simples desaparecen de 1la célula durante el proceso de
. fijacién 'y tefiido, se puede considerar que le material
PAS-positivo presente en el hepatocito corresponde a
glucégeno (219).

b) Preparacién de la muestra:

Las placas deben fijarse 1o maAs rapidamente
posible, ya que en el tiempo transcurrido hasta la
fijacién, el glucégeno puede degradarse a glucosa. Hay
que tener en cuenta que el glucégeno es féAcilmente
extraible en soluciones acuosas por lo que debe evitarse
al maximo prolongar el lavado previo a la fijacién. Esto
debe también considerase a la hora de el fijador mas
adecuado.

El aspecto del glucégeno del glucégeno tefiido va
a depender también del fijador. En general lo encontramos
como una masa amorfa mAs o menos difusa hacia los bordes
de la célula con quellos fijadores que no precipitan los
hidratos de carbono, o bién como grénulos finos, para
aquellos que lo precipitan.

Para la determinacién cuantitativa del glucégeno
se obtuvieron los mejores resultados con la solucion de
Gendre, que precipita el glucégeno en el interior de 1la
célula, dado su alto contenido en &cido picrico en
solucién alcohdlica. Tras fijar unos 10 minutos en esta
solucién, 1la preparacién se 1lava repetidas veces con
etanol absoluto y finalmente <c¢con agua destilada,
procediendo a la tincién.

c) Procedimiento:

- El primer paso del PAS es la oxidacién de los
1,2-glicoles con &cido peryédico 1% en agua, durante 10
minutos. Tiempos superiores a 20 minutos pueden originar
falsos positivos. El perydédico se elimina con lavados
abundantes con agua.
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- Previa a la 1ncubacién con el reactivo de
Schiff, las células se lavan (1 minuto) con solucién
reductora de sulfito, para eliminar los posibles iodatos
y peryodatos combinados en la célula, que podrian
recolorar 1la fucsina. Este lavado debe ser rapido no
obstante, ya que debe impedirse 1la reaccién con 1los
grupos aldehido formados.

— A continuacién las placas se incuban durante 30
minutos en oscuridad con el reactivo de Schiff.

- Seguidamente se someten a tres lavados (5
minutos cada uno) con solucién reductora sulfurosa, para
eliminar falsos positivos. A continuacién lavamos
abundantemente con agua destilada.

- Tras secar las placas ligeramente, se montan
con Karion F (Merck), sin tincién de contraste. Esto

permite visualizar uGnicamente el glucédgeno, tefiido rojo
intenso.

d) Preparacién de reactivos (218):

- Solucién fijadora de Gendre:

Se prepara mezclando, 80 p. de solucién saturada
de &cido picrico en etanol 95%, 15 p. de formaldehido 40%
y 5 p. de acido acético glacial.

- Bafio reductor sulfuroso:

Se prepara cada dia en el momento de usarlo,
mezclando, 7,5 nl de solucién al 10% de metabisulfito
potasico, 7,5 ml de ClH 1 N y 135 ml de agua destilada.

— Reactivo de Schiff:

Se disuelve 1 gr de pararrosanilina (Sigma) en
200 ml de agua destilada, manteniendo 5 minutos a
ebullicién. Tras enfriar a 502C se elimina el colorante
no disuelto por filtracién, y se afiladen unos 20 ml de C1lH
1 N, con lo que se disuelve totalmente la
pararrosanilina.

A 252C se afiade metabisulfito potéasico hasta

total decoloracién (1-2 gr). Tras 24 horas en oscuridad y
herméticamente cerrado, la solucién debe ser completamen-—
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te incolora. Si no es asi, puede decolorase con charcoal.
Se conserva en frio y oscuridad.

7.2. Cuantificacién citofotométrica.

La cantidad relativa de glucégeno contenido en la
célula . cultivada, y la distribucién en distintas
poblaciones celulares segin la cantidad de glucégeno que
~contienen, se evalué tras la tincién de PAS con. ayuda de
un microscopio citofotométrico Leitz conectado a un
computador Hewlett Packard 2100 (<(292).

El contenido en glucdégeno de las células
individuales se determiné de acuerdo con un programa
diseflado especialmente para estas necesidades, mediante
medida acumulativa de la absorcién a 554 nm, longitud de
onda a la que absorbe el material PAS-positivo.

Para ello se suministran al computador como datos
operativos, las coordenadas del perimetro exterior de la
célula objeto de estudio. Posteriormente el citofotémetro
realiza un barrido de la célula designada, calculando la
absorcién total a 554 nm, que es expresada finalmente en
unidades arbitrarias U.A.

Para cada variable se analizaron unos 20 campos
(10 células/campo) de dos placas distintas. Los datos se
expresan en unidades arbitrarias de absorcién por unidad
de superficie ((U.A./um®) y se correlacionaron en todos
los casos con el contenido en glucégeno valorado por el
método de la antrona.

7.3. Determinacién de la concentracién
plasmAtica de glucosa.

Para 1la determinacién de 1la concentracién de
glucosa en sangre portal y suprahepatica se utilizaron
animales previamente habituados <(durante 5 dias) a
periodos de alimentacién en oscuridad con libre acceso a
pienso estandar entre las 08:30 y 20:30 horas, seguidos
de periodos de iluminacién (entre las 20:30 y 08:30
horas) en los que el pienso fué retirado. Al 62 dia, a
las 08:30 horas una serie de animales se mantuvo sin
acceso al pienso, mientras que otra recibié el alimento
en condiciones normales. Pasadas 4 horas se procedié a la
toma de muestras.

- 115 -



Para ello, los animales fueron anestesiados
rapidamente por 1inyeccién intraperitoneal de Ketolar®
(clorhidrato de ketamina, 25 mg/100 g de peso). Tras
proceder a la laparotomia, se tomaron las muestras de
sangre (0,3-0,5 ml) por canulacidén y goteo <(evitando en
todo caso la succién) primero de la vena suprahepatica y
después de la porta.

El plasma fueé desproteinizado rapidamente
mediante la adicién de PCA (7% concentraciénm final) y
tras separar el precipitado, el sobrenadante se conserveé
a —202C hasta el momento de la valoracién de glucosa
(segin la técnica descrita en el  apartado 5.1.).
Mostramos a continuacioéon los valores encontrados,
expresando la concentracién de glucosa como mM, y el
nimero de animales utilizados entre paréntesis.

CONC. PORTAL CONC. SUPRAHEPATICA
Rata ayunada 7.8 £ 1.34 (6) 12,03 £ 1.16 (6>
Rata alimentada 10.14 *+ 1.76 (12) 13.20 £ 1.29 (&>

El valor medio de las concentraciones de glucosa
obtenidas en la sangre portal, fué utilizado como valor
de referencia en 1los ensayos en que 1los hepatocitos
cultivados se incubaron frente a concentraciones de

glucosa semejantes a 1la portal de animal ayunado vy
alimentado

8. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Los resultados se expresan como la media * la
desviacién estandar (D.S.) de 3-5 placas diferentes por
variable, correspondientes a un mismo experimento
representativo.

La significacién estadistica de las variaciones
encontradas se determiné por el test de la t de Student,
y se expresa por el valor de p. Se consideran diferencias
significativas aquellas a partir de p<0, 05.
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PARTE 1

CARACTEREISTICAS
MORFOLODGGICAS Y BIOQUIMICAS
PEIL. CULTIVO EN AUSENCIA DE

SUERO BOVINO FETAL



RESULTADOS



1.1. FASES EN EL DESARROLLO DEL CULTIVO.

Los hepatocitos aislados por el procedimiento
descrito presentaron habitualmente una viabilidad media
del 90%, obteniéndose un rendimiento de unas 250-

400 x 10e células viables, dependiendo del peso de la
rata.

En el desarrollo del cultivo han podida
establecerse varias fases bien diferenciadas
(esquematizadas en la Figura 1) cuyo desarrollo requiere
activa participacidén metabdlica celular (46), hasta

conseguir a las 24- horas el cultivo primario propiamente
dicho. Estas fases son:

a) Adhesidn

Es un proceso activo, selectivo para células
vivas, que se completa 1 hora después de la siembra. En
nuestras condiciones , se adhiere un 70% del total de
células sembradas. Los hepatocitos tras 1la adhesidén al
sustrato, presentan morfologia redondeada (Figura 2A), en
todo semejante a la de la célula en suspension, y se
distribuyen homogéneamente en el fondo de 1la placa,
dejando espacios libres entre las células.

SiembraJ”
N idhesio™
Extension

Monocapa celular

o 2 4 6 8 HORAS

LSintesis de RNA |

|Sintesis de proteina

1 Reorganizacion del citoesqueleto 1

Figura 1,- FASES EN EL DESARROLLO DEL CULTIVO, La figura seitala de forma
esquemdtica Jas fases diferenciadas en que se puede subdividir el cultivo, y los
procesos metabélicos implicados en cada una de ellas, en relacion con las horas de
cultivo que siguen a la siembra celular (tiempo 01, Pasadas las 8 horas iniciales de
cultivo, la monocapa celular se ha desarrollado casi completamente,
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Una vez completo el proceso de adhesién, las
células sobrantes se eliminan <con un cambio de medio, y
los hepatocitos adheridos se extienden sobre el soporte

en una segunda fase inmediata e independiente de 1la
anterior.

b) Extensisén :

Es un proceso lento y progresivo en el que los
hepatocitos adquieren morfologia poligonal (Figura 2B),
estableciendo contactos célula-célula. Tras 24 horas, los
hepatocitos han completado la fase de extensién y forman
una monocapa confluente (Figura 2C) en 1la que 1los
espacios libres que inicialemente rodeaban cada célula
han quedado totalmente cubiertos. ’

A partir de este momento trabajamos con el
cultivo propiamente dicho.

Mediante la utilizacién de inhibidores
metabdlicos (46> ha podido establecerse que, si bien el
proceso de adhesién no requiere per se sintesis de RNA ni
de proteina, estos procesos (asi como la reorganizacién
del citoesqueleto) son fundamentales para la posterior
extensién del hepatocito sobre el soporte y la formacién
de 1la monocapa confluente. Esta actividad bioquimica
celular requiere sintesis de novo y se desencadena
fundamentalmente en las 2 horas iniciales de cultivo.
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~ Figura 2,- MORFOLOGIA DE LOS HEPATOCITOS DURANTE LAS FASES DE ADHESION Y
EXTENSION SOBRE LA PLACA DE CULTIVO, Los hepatocitos se sembraron en condiciones
estindar [Ham F-J2, complementado con 0,2X albumina, JO~8M insulina, y antibidticos)
y se mantuvieron en Jas condiciones habituales de cultivo durante los tiempos
indicados, A) muestra el aspecto de los hepatocitos recién adheridos a la placa, I
hora después de la siembra celular; B) corresponde a células que se encuentran en el
proceso de extension sobre el soporte, 6 horas despies de la siembra celular, proceso
que conduce a la formacién de la tipica monocapa confluente que mostramos en C), en
hepatocitos mantenidos en cultivo durante 24 horas,

- 123 -



1.2. MANTENIMIENTO PROLONGADO DE LOS HEPATOCITOS EN
CULTIVO EN AUSENCIA DE SUERO.

Tal como se describidé en la Introduccidn, la
suplementacidén hormonal del medio, en ausencia de suero,
es de wvital importancia para el mantenimiento de los
hepatocitos en cultivo por periodos prolongados. Entre
las hormonas, citédbamos como més importantes la insulina
y la dexametasona.

Durante las primeras horas de cultivo, la
suplementacidén con insulina resultdé ser importante, ya
que si bien en ausencia de la hormona no se modificd
esencialmente la adhesidén <95-100% del control), si se
observa un desprendimiento posterior de las células
inicialmente adheridas, resultando en un empobrecimiento
significativo de la monocapa a las 24 horas de cultivo
(Figura 3).

El numero de células que permanecen adheridas a
la placa de cultivo es proporcional a la proteina celular
valorada a cada tiempo de cultivo. La Tabla III muestra
la proteina celular existente tras la siembra en ausencia
de insulina como porcentaje comparativo respecto a la
proteina control (en presencia de la hormona).

Tabla III
EFECTO DE LA INSULINA EN LA SUPERVIVENCIA CELULAR DURANTE LAS HORAS
INICIALES DE CULTIVO

TIEMPO CONTROL SIN INSULINA
(horas) m (X respecto Control)
1 100 i 2 100 13
4 100 £ 6 94 13
l 100 £ 7 9311
24 100 1 4 64 1 3 x*x

La proteina adherida a la placa en ausencia de insulina se ha expresado
cono % relativo respecto a Ja control (medio estindar conteniendo insuli-
na) a tiempos equivalentes, La disminuciéon gradual se convierte en signi-
ficativa tttt p<0,001) a las 24 horas de cultivo, donde en las placas
control permanece adherida un 34 i 1 % de la proteina existente a I hora
de la siembra, Los datos representan la media 4 D,S, de 9 placas de tres
cultivos diferentes,

Aunque a partir de las 24 horas de cultivo es
posible eliminar la insulina por periodos méds o menos
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prolongados de cultivo, sin que esto tenga un efecto tan
dramédtico como en las primeras horas, el mantenimiento a
largo plazo en ausencia de la hormona causa una pérdida
progresiva de células de la monocapa due, en ultima
instancia acorta significativamente la duracién del
cultivo.

La supervivencia durante periodos prolongados,

puede ser mejorada no obstante, por la presencia
simultédnea de insulina y dexametasona. La suplementacidn
adicional del medio basal de cultivo con el

glucocorticoide, ejerciod un claro efecto sobre el
mantenimiento de la proteina celular. La Figura 4 muestra
el contenido en proteina encontrado al quinto dia de
cultivo, tras 4 dias de tratamiento con las
concentraciones sefialadas de dexametasona.

200
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DEXAMETASONA (M)

Figura 4,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA DEXAMETASONA EN EL MANTENIMIENTO
DE LA PROTEINA CELULAR, A Jas 24 horas da cultivo, las células fueron transferidas a
medio de cultivo estandar conteniendo las concentraciones indicadas del corticoide,
que se renové diariamente, Tras 4 dias adicionales de cultive, se determiné Ja
proteina celular, Los datos (media i D,S,) se expresan como % respecto a la proteina
existente en las placas control, mantenidas en ausencia de dexametasona,

El méximo contenido en proteina celular, se
alcanzdé con concentracidédn 5 x 10~7M de dexametasona, para
después disminuir con concentraciones muy elevadas de la
hormona <10-SM) . La mitad del efecto madximo se alcanzd en
nuestras condiciones de cultivo con dexametasona
aproximadamente 5 x 10~eM.
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Figura 3,- EFECTO DE LA PRESENCIA DE INSULINA EN EL MEDIO DE CULTIVO

SOBRE LA ADHESION Y EXTENSION DE LOS HEPATOCITOS, Los hepatocitos se sembraron y
mantuvieron durante 24 horas en Jas condiciones habituales de cultivo, en presencia
(A) o en ausencia (B) de insulina 10~eM, En ausencia de la hormona es observable un

notable deterioro y empobrecimiento de la monocapa,
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La Figura 5 muestra el contenido en proteina de
cultivos mantenidos en medio basal Ccon insulina 10~°M),
suplementado o no con dexametasona 1I0-"M, como funcién de
los dias de cultivo.

« 3
ﬁ% 2
1

1 2 3 4 5 o 7
DIAS DE CULTIVO

Figura 5.- SUPERVIVENCIA CELULAR CONO FUNCION DEL TIEMPO Y CONDICIONES DE
CULTIVO, La figura muestra la evolucion del contenido en proteina desde el inicio del
cultivo, cuando las células se mantienen en medio basal CJ o en medio suplementado
con dexametasona 10~7M COI en un cultivo tipico, Los datos se expresan como la media
i DS, del contenido en proteina de 3-4 placas por variable,

Como puede observarse, la proteina se pierde
progresivamente. A las 72 horas de cultivo, en ambos
casos, sb6lo el 50% de las células inicialmente adheridas
permanecen en cultivo, si bien son wviables vy activas
funcionalmente. Sin embargo, a partir de este momento, se
observa un claro efecto de la dexametasona sobre la
supervivencia.

A partir del qguinto dia de cultivo en ausencia de
dexametasona, 1los hepatocitos pierden su forma poligonal

y adgquieren morfologia fusiforme, a la wvez que se
desprenden progresivamente del soporte (queda un 10-20%
de la proteina inicial). Sin embargo, en los cultivos
mantenidos en la presencia simultanea de insulina vy el

corticoide se encuentra una mejor conservacién de la
morfologia poligonal y de la proteina celular durante el
periodo completo de cultivo.

Para los estudios de funcionalidad metabdlica

realizados en este trabajo, hemos fijado pués como punto
final el 42-52 dia de cultivo.
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Una de las principales ventajas que ofrece el
cultivo primario de hepatocitos como sistema experimental
es el mantenimiento de 1las células durante periodos
prolongados (dias> en condiciones definidas y
controlables, en ausencia de factores exégenos distintos
a2 los deseados para los estudios a realizar.

Sin embargo, el establecimiento del cultivo y su
posterior supervivencia, estéan sujetos a ciertas
condiciones que se hacen mAs estrictas todavia si el
cultivo va a mantenerse en ausencia de SBF, como es
nuestro caso.

Un buen estado funcional de la suspensién inicial
obtenida, va a ser de vital importancia para la
adaptacién de los hepatocitos al cultivo, habida cuenta
de que las etapas iniciales de adhesidén y extensién
requieren una activa participacién metabélica por parte
de la célula. El criterio de viabilidad elevada segin el
test de exclusién del azul tripdn no es por si mismo
garantia de un buen estado funcional (220). Este va a
depender fundamentalmente del tratamiento llevado a cabo
durante el proceso de obtencién de la suspensién celular
(13), en el que una serie de factores deben ser
controlados estrictamente cuando la poblacién de
hepatocitos asi obtenida va a estar destinada a 1la
obtencién de un cultivo primario. Entre ellos bhay que
considerar:

- es importante la eleccién adecuada de 1la
colagenasa, que debe tener una cierta actividad minima
(2240 mU/mg), en un compromiso entre la rapidez en la
digestién hepatica y el riesgo de agresién celular debido
a otras proteasas contaminantes de la preparacién
comercial <(en proporcién que varia de lote a lote). La
preparacién adecuada debe testarse previamente.
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- la rapidez en el proceso de digestién, y la
adecuada oxigenacién, para disminuir el riesgo de anoxia
durante 1la perfusidén hepatica. En nuestro caso 10-15

minutos de perfusién son suficientes para la disgregacién
total del higado.

— disminuir en 1lo: posible el riesgo de 1lesién
mecénica, mediante el control de la presién de perfusién
(20 cm de agua) y una elevada velocidad de flujo a través
del higado (18-20 ml/min).

En nuestras condiciones obtenemos no sélo un
aumento en el rendimiento y viabilidad, sino también un
mayor grado de conservacion del estado metabélico de los
hepatocitos que se traduce en una adaptacién ¥y
supervivencia mas prolongada en cultivo.

Durante la perfusién con colagenasa es
inevitable, no obstante, que existan ciertas alteraciones
en la membrana celular como son la posible pérdida de
receptores hormonales para insulina (221) o glucagén (2).
Estos receptores sin embargo se regeneran durante las
primeras horas de cultivo (6,222) de tal manera que las
primeras 24 horas de cultivo permiten la recuperacién
total de las lesiones sufridas durante el aislamiento.

Otro factor importante a considerar es la
eleccién del soporte adecuado para 1la adhesién ¥y
extensién de 1los hepatocitos, que en nuestro caso se
realiza en placas de cultivo recubiertas de fibromnectina.
El recubrimiento de la superficie de plastico con SBF
asegura la adsorcién de ésta proteina, identificada como
el factor sérico responsable de la adhesién celular al
pléastico 46, 223). En nuestro caso se obtiene una
eficiencia de adhesién de alrededor del 70%, en un
proceso celular activo selectivo para células viables.

La fibronectina aporta ademds el sustrato
adecuado para que las células completen la fase de
extensién subsiguiente a la adhesién celular 46>,
proceso que si requiere la sintesis de nuevas proteinas y
una activa reorganizacién del citoesqueleto. El1 proceso
de extensién queda completo a las 24 horas de cultivo, en
las que 1los hepatocitos han formado la caracteristica
monocapa confluente (Figura 2) con reasociacién celular y
reconstruccién de desmosomas, canaliculos y uniones al
soporte.

Si bien, como hemos visto, la insulina no es
esencial para la adhesién celular al soporte, ni para gque
se complete el proceso de extensién, en su ausencia se
produce una notable disminucién del nimero de células que
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permanecen adheridas, que se traduce en un considerable
empobrecimiento de 1la monocapa a 24 horas de cultivo
(Figura 3>.

Cuando los hepatocitos se cultivan en ausencia de
suero, la suplementacién hormonal del medio de cultivo se
convierte en esencial para asegurar la supervivencia y la
funcionalidad de las células por periodos prolongados. La
insulina y la dexametasona ejercen un claro efecto en el
mantenimiento de 1la funcionalidad y morfologia del
hepatocito, y son necesarias para asegurar la superviven-—
cia en cultivo (17,19,24)>.

El efecto de la suplementacién a largo plazo con
dexametasona es dosis dependiente para concentraciénes

inferiores a 10-7M, valor con el que el glucocorticoide
produce el maximo efecto sobre la supervivencia celular.

Como muestran las Figuras 4 y 5, efectivamente la
suplementacién del medio con ambas hormonas asegura el
adecuado mantenimiento del hepatocito en cultivo durante
al menos 5 dias de cultivo. Sin embargo, como se veréd mas
adelante, no siempre esta morfologia aparentemente bién
conservada se refleja en un buen estado funcional
diferenciado del hepatocito, sobre todo a medida que
avanza el tiempo de cultivo.

Como hemos visto, la presencia de ciertas
hormonas en el medio de «cultivo es esencial e
imprescindible para el mantenimiento de los hepatocitos
en cultivo. Sin embargo, es indudable por otra parte que
la presencia continuada de hormonas en el medio Dbasal
puede influir en la actividad metabélica celular,
independientemente de cuil sea la capacidad de respuesta
hormonal a corto plazo del hepatocito.

Ambas cuestiones, en lo que hace referencia al
metabolismo hepatico de hidratos de carbono, son también
objeto del estudio desarrollado en los capitulos
siguientes.
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2.1.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD GLUCOLfTICA DE LOS
HEPATOCITOS DURANTE LAS FASES INICIALES DE CULTIVO.

Agrupamos en este apartado los estudios
realizados inmediatamente tras la siembra, durante las
horas en que los hepatocitos se adhieren y extienden al
soporte en su adaptacién a las condiciones de cultivo, a
la. vez que se recuperan de las lesiones sufridas durante
el proceso de aislamiento.

En esta etapa estudiamos unicamente la capacidad
glucolitica basal del hepatocito, ya que es
desaconsejable la manipulacién en los componentes del
medio de cultivo durante las fases de adhesién vy
extensién, etapas como hemos visto, criticas en 1la
obtencién de un cultivo viable. De esta forma, a menos
que se 1indique 1lo contrario, los ensayos descritos en
este apartado se han realizado en hepatocitos mantenidos
‘"en medio estandar de cultivo (Ham F-12, suplementado con
0,2% de albumina bovina, insulina 107°=M y antibidéticos).

2.1.1. Produccidén de lactato tras la siembra.

La actividad glucolitica del Thepatocito se
determiné valorando el lactato acumulado en el medio
durante la primera hora de cultivo (fase de adhesién) y
en las siguientes 5-7 horas (fase de extensién). La
Figura 6 muestra el 1lactico 1liberado en esta primera
etapa, en un experimento representativo.

La acumulacién de &cido 1léactico en el medio
produjo ademAs una relativa acidificacién de este,
tamponado inicialmente a pH 7,4 con COsHNa/CO=. Tras S
horas de cultivo (Figura 6) encontramos finalmente un pH
estable de 6,98.

En todos los casos estudiados en el transcurso de
varios meses, pudimos observar esta acumulacidén de éacido
lactico en el medio, que se hace constante durante la
primera hora de cultivo y las 2-3 horas siguientes al
primer cambio de medio. Puesto que 1la acumulacién
observada fué 1lineal durante este periodo, podemos
expresar los datos como nmol. lactato/min, encontrando
que la velocidad de produccién de 1lactico por 1los
hepatocitos en las 3-4 primeras horas de cultivo oscilé
entre los 25 y ‘los 14 nmol/min/mg, dependiendo del
cultivo considerado.
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Figura 6.— PRODUCCION DE LACTATO DURANTE LAS HORAS INICIALES DE CULTIVO,
La figura representa la cantidad de lactato acumulado en el medio de cultivo, como
funcion del tiempo tras la siembra celular, Paralelamente se ha representado la
evolucion del pH del medio, Las células se sembraron en medio estindar, que se renové
una hora después de la siembra, tal como se indica en Material y Métodos,

Este periodo de acumulacidédn masiva de A. lactico,
resultdé ser méds prolongado para aquellos cultivos donde
la velocidad de acumulacién fué menor. En todos 1los
casos, la concentracidén de ladctico en el medio se
estabilizdé gradualmente, alcanzando a las 7-8 horas de la
siembra una concentracidn cercana a 2 mM.

En la Figura 7 representamos comparativamente el
incremento en la concentracidén de lactato en el medio, vy
la variacidén de la concentracidén extracelular de glucosa
durante las 24 horas iniciales de cultivo.

Como podemos observar, la concentracidédn de
lactato aumenta réapidamente desde el momento de la
siembra, alcanzando su valor maximo aproximadamente a las
8 horas, a partir de las cuales -encontramos niveles
estables hasta las 24 horas de cultivo, tiempo en que
finalizé el ensayo. Simulténeamente, la concentracidén de
glucosa también disminuydé; a las 24 horas de cultivo, la
concentracién externa de glucosa es aproximadamente 1 mM
menor (de 10,1 + 0,3 a 9,3 * 0,1 mM entre 0 y 24 horas de
cultivo; p<0,001) .
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Figwa 7,- VARIACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA Y LACTATO EN EL
MEDIO, DURANTE LAS PRIMERAS 24 HORAS DE CULTIVO, Represéntanos la variacion de la
concentracién externa de glucosa y lactato, que se expresa como la media i D.S, (mM)
determinada en alicuotas tomadas a Jos tiempos indicados, de forma continuada, de 9
placas distintas pertenecientes a 3 cultivos distintos,

2.1.2. Evolucidén de la concentracidén intracelular
de fructosa 2,6-bifosfato.

La F-2,6-Pz, potente estimulador de la PFK 1,
juega un papel fundamental en la estimulacidén de la
glucolisis hepéatica (65) . A la vista de la elevada
elevada actividad glucolitica encontrada en las primeras
horas de cultivo, investigamos la evolucidén del contenido
celular en este metabolito, vy su posible relacidén con la
acumulacién de lactato en el medio.

El contenido en F-2,6-Pz de la suspensidén inicial
de hepatocitos, oscild en todos los <casos estudiados
alrededor de los 63,3 + 6.6 pmol/mg, valor semejante al
descrito para el higado de animal alimentado, %
suficiente para sostener una glucolisis activa.

La Figura 8 muestra la evolucidén del contenido
celular en F-2,6-p:s> durante la primera hora de cultivo,
frente a la produccién de lactato. Mientras que la
acumulacidén de lactico es 1lineal durante el periodo
completo, el contenido en F-2,6-Ps> experimenta una ligera
disminucidén significativa durante los primeros 40 minutos
(p<0,05), para después aumentar bruscamente hasta los
120,4 + 7,2 pmol/mg determinados a los 60 minutos
(p<0,001) .
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8,- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN FRUCTOSA 2,6-BIFOSFATO DEL
HEPATOCITO DURANTE LA PRIMERA HORA DE CULTIVO, Los datos representan la variacion en
el contenido en F-2,6-P2 (pmol/mg prot, celular) en los 60 minutos iniciales de
cultivo (media i D,S, de 4 placas por punto), Paralelamente se ia representado la
acumulacion de lactato en el medio encontrada en el mismo cultivo,

El cambio de medio que se efectla en este
momento, para eliminar las células no adheridas, produce
invariablemente wuna réapida disminucién de la F-2,6-Psj.
Tras unos 10 minutos el contenido en el efector ha
disminuido considerablemente, aunque todavia difiere
significativamente del inicial (80,9 + 5,3 pmol/mg
frente a 63,3 + 6,6 pmol/mg de la suspensidén ; p<0,05)
(Figura 9).

Cuando la evolucién del contenido intracelular de
F-2,6-Psi se estudid durante la fase de extensidn celular

en las 4-5  horas siguientes, encontramos un patroén
semejante al descrito para la primera hora de cultivo
(Figura 9). Se observa de nuevo una disminucidén adicional

durante los 40 minutos iniciales que siguen al cambio de
medio, de foma que el contenido en F-2,6-P2 se asemeja en

este tiempo al inicial de la suspensioén. Durante este
periodo, la acumulacidn observada de lactato en el
medio transcurre, sin embargo, de manera lineal y con
elevada pendiente. Tras estos minutos iniciales el

contenido en el raetabolito aumenta bruscamente y de forma
continuada, hasta alcanzar un valor maximo unas 4 veces
superior al encontrado inicialmente en la suspensidn de
hepatocitos, y al descrito para el higado del animal
alimentado.

Como muestra la Figura 9, el valor méximo se

alcanza linealmente, con una velocidad de sintesis de
F-2,6-Psf que podemos estimar de modo aproximado como
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comprendida entre los 3-1,5 pinol/mg/min. Aunque el valor
maximo de contenido en F-2,6-P2 encontrado fué semejante
en diferentes experimentos, se observdé una relativa
variacidén en el tiempo necesario para alcanzar este
valor, en funcidén de la preparacidédn celular considerada.
La Figura 9 muestra en paralelo 1la evolucidén encontrada
en dos cultivos diferentes, donde el contenido méximo en
el efector se alcanzé a los 70 minutos C94) y a los 150
minutos (9B) . La figura muestra también en paralelo 1la
produccidén de lactato encontrada en ambos casos.

200

1 2 3 4 5 6 24 1 2 3 4 5 6 24

HORAS TRAS LA SIEMBRA

Figura 9£ EVOLUCION DEL CONTENIDO EN FRUCTOSA 2,6-B IFOSFATO DURANTE LAS
PRIMERAS 24 HORAS DE CULTIVO, Las células se mantuvieron en medio estandar de
cultivo, conteniendo insulina I10~9M durante el periodo completo, La evolucion del
contenido en F-2,6-F2 mostrada en Ay B, refleja las variaciones encontradas en dos
experimentos representativos realizados (en idénticas condiciones) con diferentes
preparaciones celulares, En paralelo se ha representado el incremento en la concen-
tracion extracelular de lactato encontrado en el mismo periodo, El contenido en F-
2,8-F2 se expresa como la media i D,S, de 4 placas por variable,

El wvalor elevado de F-2,6-P2 intracelular se
mantuvo constante por un periodo més o menos prolongado
dependiendo de la preparacioén, para después disminuir
progresivamente hasta valores béasales, que a las 24 horas
de cultivo son semejantes a los iniciales (Figura 9) vy se
hallan dentro del rango considerado normal para el higado

del animal alimentado (117). Al mismo tiempo se observa
un cese en la rapida acumulacidén de lactato en el medio,
que se acerca asintdéticamente a 2 mM, concentracidn

media encontrada a 24 horas de cultivo.
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2.1.3. Evolucidn de 1la actividad 6-fosfofructo 2-
kinasa.

Determinamos la actividad PFK 2, enzima
responsable de la sintesis de F-2,6-Ps>, en un intenta de
explicar si el 1incremento observado en la concentracidn
intracelular de este metabolito podia estar mediado por
un aumento en la actividad PFK 2 total, o bien por un
mayor grado de activacidén del enzima.

La Tabla IV muestra la actividad PFK 2 total de
los hepatocitos tras la primera hora de cultivo,
expresada como pU/mg.

Tabla IV
EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD 6-FOSFOFRUCTO 2-KINASA TRAS LA SIEMBRA CELULAR

TIEMEO (nin) ACTIVIDED TOTAL PFK 2 (gU/aq)

37,60 4,1
34,7124
36,3 + 3,3
37,71 7,9
42,2,i 0,3
42,9126

gggg'&'o

La actividad PFK 2 total se determiné durante las 6 horas siguientes al
primer cambio de medio (realizado a / hora de la siembra=tiempo 0 mini,
Los datos representan la media i 0,8, de 4 placas de un experimento re-
presentativo, Las diferencias no son estadisticamente significativas,

No parece existir wvariacidédn significativa en la
actividad PFK 2 total durante el periodo estudiado, en el
que encontramos niveles estables y semejantes a 1los
descritos para el hepatocito aislado (110,224).

De la misma manera, cuando estudiamos el grado de
activacién del enzima, nos encontramos gque la PFK 2 se
encuentra activada précticamente en un 100% desde el
inicio del <cultivo, no apareciendo tampoco diferencias
significativas en el porcentaje de forma activada del
enzima durante las 6 horas iniciales de cultivo (Figura
10) .

Estos resultados indican que no existen

modificaciones ni en la PFK 2 total ni en el porcentaje
de forma no fosforilada del enzima, en el mismo periodo
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en que, como hemos visto, existe un incremento neto vy
acusado en la concentracidédn intracelular del metabolito.

50

TIEMPO (horas)

Figura 10,- EVOLUCION DE LA PROPORCION DE LA PFK 2 EN FORMA ACTIVA,
DURANTE LAS HORAS INICIALES DE CULTIVO, Los datos representan el i de PFK 2 activa,
encontrada durante las 7 horas iniciales de cultive, y su comparacién con el
contenido encontrado en la suspensién de hepatocitos recién obtenida,

La sintesis/degradacién de F-2,6-P2 puede estar
también modulada por una serie de metabolitos efectores
alostéricos de 1la PFK 2/FBF 2 (74,66). Entre ellos las
hexosa fosfato, el ADP 'y sobre todo el AMP, cuya
evolucidén estudiamos a continuacidn.

2.1.4. Estudio de la evolucidn en el contenido de
nucledtidos adenilicos.

La determinacidén del contenido intracelular de
nucledétidos adenilicos de 1los hepatocitos en las horas
siguientes a la siembra didé como resultado los valores
que se recogen en la tabla V, expresados como nmol/mg.

Los resultados mostraron un aumento del contenido
celular de ADP vy AMP, que se mantuvieran en valores
significativamente superiores a los iniciales durante el
periodo completo de estudio. En ambos casos, el maximo
contenido se alcanzdé a las 2 horas y media de la siembra
celular.

Paralelamente, el contenido intracelular de ATP
no mostrd diferencias significativas con el valor inicial
de la suspensidén durante el periodo considerado. De esta
forma observamos una disminucidén en la relacidén ATP/ADP,
provocada en este caso por el aumento neto en la
concentracién intracelular de ADP.
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Tabla V
EVOLUCION EN EL CONTENIDO EN ATP, O0P Y AMP DE LOS HEPATOCITOS TRAS LA
SIEMBRA CELULAR,

TIEMPO ATP ADP AMP Relacién Nivel
(horas) (mtol Arg) (rmol /mg) (rmol /o) ATP/ADP energético
0 11,011,1 2,5510,25 0,1710,02 4,31 0,89
1,5 10,610,8  3,9010,31%*x 0,4710,03%% 2, 0,84
2,5 11,911,3 4,3710,15%*% 0 ,5710,05%*x* 2,17 0,84
3,5 11,110,7 3,9210,32%%% 0,4710,09%%* 2, o8
4,5 9,711,1 3,9010,05%** 0,4610,15%% 2,5 0,83
5,5 10,710,7 3,6710,22%x% (,3910,12%% 2,9 0,85

Los datos (nmol/mg) se expresan como la media i D,S, de 6 placas corres-
pondientes a dos cultivos diferentes.CXt p<0,0f y %Xt p<0t 00 respecto al
valor inicial de la suspensién (tiempo 0),

En las horas siguientes, se observdé no obstante
una progresiva disminucidédn del contenido en ADP hasta
valores ya cercanos al inicial alcanzados a las 5 horas vy
media de la siembra celular. No ocurridé 1lo mismo la
concentraciédn intracelular de AMP. La Figura 11 muestra
la variacidén relativa en la concentracidédn de ADP y AMP en
funcién del tiempo de cultivo, expresada como porcentaje
respecto al contenido inicial de la suspensidédn de
hepatocitos recién aislados.

Podemos observar como la concentracidédn de ADP
experimenta un incremento répido, alcanzando a las 2
horas y media un valor equivalente al 172% del contenido
inicial (p<0,001> para después disminuir progresivamente
en las horas siguientes, hasta wvalores comparables a los
iniciales.

El AMP experimenta un incremento paralelo pero
muy superior, alcanzando tras 2 horas y media de cultivo
un valor equivalente al 350% del contenido inicial.
Seguidamente observamos también una disminucidén gradual
en el contenido celular de AMP. Sin embargo el contenido
detectado tras 6 horas de la siembra es todavia muy
elevado <240% del inicial), y previsiblemente no se
alcanzan de nuevo los valores 1iniciales hasta las 9-10
horas del inicio del cultivo.

El incremento observado en la concentracidn
celular de ADP, vy sobre todo de AMP, explica por otra
parte la fuerte estimulacidén de la actividad glucolitica
observada en este periodo inicial de cultivo, asi como la
acumulacién masiva de F-2,6-P2, vya que ambos, y sobre
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todo el AMP, son fuertes activadores alostéricos de PFK 1
y PFK 2.
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Figura 11,- EVOLUCION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE ADR Y AMR EN LAS
HORAS SIGUIENTES A LA SIEMBRA CELULAR, Las células se sembraron en condiciones
estindar, y se sometieron a un cambio de medio a la fiora de la siembra,La figura
representa la evolucién del contenido en ADP <W y AMP @), expresada como X respecto
al contenido inicial determinado en la suspension vrecién obtenida, Los datos
corresponden al valor medio i D,S, de 5-6 placas distintas por punto, de un cultivo
representativo,

- 149 -



2.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD GLUCOLITICA A LAS 24 HORAS
DE CULTIVO.

2.2.1. Actividad glucolitica basal de los
hepatocitos cultivados.

Como primera aproximacién, estudiamos la
actividad glicolitica del hepatocito, determinada en el
medio basal de cultivo, en presencia de glucosa 10 mM
como sustrato, e insulina 10~SM.

A las 24 horas de cultivo y tras el cambio de
medio, se ensaydé la velocidad de produccidédn de lactato
durante 2 horas, incubando las placas en el medio
habitual de cultivo a 377C en estufa con atmésfera humeda
y 5% C0O2, tal como se describe en Material y Métodos. Las
células liberaron lactato al medio de cultivo de forma
lineal durante al menos los 120 minutos ensayados.

La velocidad de produccidédn ensayada en estas
condiciones fué de 4,84 + 0,11 nmol/mg/min, unas 4-5
veces inferior a la encontrada inicialmente tras la
siembra celular. Cuando analizamos la evolucidn de la
concentracidén de lactato acumulado en el medio como
resultado de la actividad glucolitica del hepatocito,
encontramos que este alcanzdé en el medio tras 24 horas,
una concentracién final estable de aproximadamente 1 mM.

0
4 8 12 16 20 24

TIEMPO (horas)

Figura 12,- EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA Y LACTATO EN EL
MEDIO DE CULTIVO, DURANTIE EL SEGUNDO DIA DE CULTIVO, La figura representa la
evolucion de la concentracion extracelular de glucosa y lactato, determinada en las
horas siguientes al cambio de medio realizado a las 24 horas de cultive, en las
mismas condiciones descritas en la Figura 7,

- 151 -



La Figura 12 muestra la concentracién de lactato
acumulado en el medio de cultivo en este periodo, frente
a la variacion de la concentracién de glucosa externa
durante 24 horas de incubacién. Como podemos observar, la
maxima concentracién de lactato se alcanza ya tras
aproximadamente 8 horas de incubacién. Por otra parte la
variacién de la concentracién de glucosa externa es
minima, pero significativa (9,14 * 0,40 mM tras 24 horas,
frente a 10,09 * 0,26 mM valorada en el medio de cultivo
al inicio del emsayo ; p<0,001).

El contenido de F-2,6-P= determinado en 1la
monocapa tras 24 horas de cultivo oscilé en las
diferentes preparaciones entre los 70 y 90 pmol/mg, y se
encontré dentro de 1los limites ©propios del animal
alimentado , suficiente por tanto para que 1la célula
hepatica manifieste su actividad glucolitica.

2.2.2. Efecto estimulador de la insulina sobre la
glucolisis.

Tras 24 horas de cultivo en condiciones basales,
se realizaron una serie de experimentos encaminados a
evaluar la capacidad de respuesta de los hepatocitos a la
estimulacién a corto plazo de 1la glucolisis por 1la
insulina.

En primer lugar determinamos si los hepatocitos
cultivados eran capaces de responder a 1la hormona
produciendo y liberando al medio de cultivo mAs lactato
del producido en ausencia de insulina. Placas paralelas
de un mismo cultivo se lavaron cuidadosamente y se
transfirieron a medio fresco en presencia ©o no de
insulina 10—=M. Como muestra la Figura 13, en ambos casos
encontramos una produccién lineal de lactico durante el
periodo completo de ensayo; sin embargo la velocidad de
produccién de lactato en presencia de insulina fue
significativamente mayor que la encontrada en ausencia de
la hormona (4,8 = 0,1 frente a 2,6 £ 0,1 nmol/mg/min en
ausencia de insulina, p<0,001>.

Para verificar que ningin otro componente del me-—
dio de cultivo interferia en la determinacién del efecto
de la hormona, el ensayo de actividad glucolitica se
realizé también incubando las células en solucién salina
de Krebs—-Ringer conteniendo glucosa 10 mM como dnico sus-—
trato, en presencia y ausencia de insulina 10~®M. Los re-
sultados obtenidos en estas condiciones fueron semejantes
a los descritos en la Figura 13, por lo que rutinariamen-
te todos los ensayos se realizaron en medio de cultivo.
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Figura 13,- EFECTO DE LA INSULINA EN LA ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE
LACTATO, A las 24 horas de cultivo, series paralelas de placas, se sometieron al
ensayo de actividad glucolitica (tal como se describe en Material y Métodos), en
presencia C) y ausencia (0) de insulina JO~8M Los datos representan el lactato
vertido al medio de cultivo en funcién del tiempo de incubacién, expresado como el
valor medio i D,S, de 6 placas por variable, pertenecientes al mismo cultivo,

La estimulacién de la actividad glucolitica
producida por la insulina fué inmediata, siendo 1la
duracién de su efecto de al menos 2 horas. La velocidad
de produccidén de lactato en presencia de la hormona fué

aproximadamente un 80% superior a la encontrada en
ausencia de insulina.

2.2.2.1. Curva dosis/respuesta de la insulina

sobre la produccién de lactato.

Cuando se determindé el efecto de concentraciones
crecientes de insulina sobre la velocidad de produccidn
de lactato en condiciones idénticas de ensayo, obtuvimos
la curva dosis/respuesta que muestra la Figura 14.

Podemos observar un incremento gradual en la
velocidad glucolitica como funcidén de la concentracidédn de
insulina hasta aproximadamente 10—V, para aumentar
después bruscamente. La velocidad alcanzada en presencia
de insulina 10-"M (mdxima concentracidédn ensayada) fué
unas 3 veces superior aproximadamente al valor encontrado
en ausencia de la hormona. La minima concentracidén de la
hormona capaz de estimular significativamente la
glucolisis fué de alrededor de 10~ lod.
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Figura 14,- CURVA DOSIS/RESFUESTA DE LA INSULINA SOBRE LA ESTINULACION DE
LA ACTIVIDAD GLUCOLITICA, La actividad glucolitica se determiné a las 24 horas de
cultivo (tal cono se describe en Material y Métodos), en presencia de concentraciones
variables de insulina, Los datos se expresan como la velocidad (nmol/mg prot,
celular/min) media de produccién de lactato i D,S,, obtenida en 3 placas por variable
correspondientes al mismo cultivo, que se comparan con la velocidad obtenida en
ausencia de la hormona, EIl aumento en la velocidad de produccion de lactato, resulto
significativo para concentraciones superiores a 10~"M (p<0,01 para concentraciones
hasta 10~eM; p<0,001 para insulina 10~7M),

Como se deduce de la Figura 14, la sensibilidad
de los hepatocitos a 1la insulina, no parecié afectarse
por la presencia de la hormona en el medio de cultivo
durante las 24 horas previas al ensayo.

2.2.2.2. Curva dosis/respuesta de la insulina

sobre el contenido celular de fructosa

2 ,6-bifosfato.

Dado que la insulina ejercid® una clara acciédn

estimuladora a corto plazo sobre la glucolisis,
seguidamente realizamos una serie de experimentos
encaminados a determinar si esta estimulacidén podia estar
mediada por un incremento en la concentracidn

intracelular de F-2,6-Ps».

La Figura 15 muestra la evolucidén en el contenido
intracelular de F-2,6-P2 tras el cambio de medio
realizado a 24 horas de cultivo, en presencia y ausencia
de insulina 10-QM.
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Tras 24 horasde cultivo, los hepatocitos
mostraron un contenido inicial deF-2,6-P2 semejante al
de la suspensidén recién obtenida (92,5 + 4,3 pmol/mg
frente a 89,1 = 1,6 pmol/mg en la suspensioén
correspondiente al experimento que se muestra en la
Figura 15).
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Figura 15,- EFECTO DE LA ADICION DE INSULINA SOBRE EL  CONTENIDO EN
FRUCTOSA 2,6-BIFOSFATO, A Jas 24 horas de cultivo, los hepatocitos se incubaron en
medio conteniendo (9) o no (0) insulina 1Q~eN, A los tiempo indicados, se lavaron y
congelaron placas de ambas series y se determiné el contenido en F-2,6-P2, que
expresamos como la media ; D,S, de 4 placas por variable,

El cambio de medio <conlleva una disminucidn
ligera pero significativa de este wvalor, gque a los 10
minutos corresponde a 81,8 + 3,3 pmol/mg (p<0,05). Este
valor permanece estable durante al menos 5 horas tanto en
presencia como en ausencia de la hormona. No obstante, a
las 48 horas de cultivo este wvalor inicial ha disminuido
hasta 68,2 + 4,0 pmol/mg, aproximadamente el 76% del
encontrado a 24 horas (p<0,01).

Cuando se incubaron los hepatocitos durante 2
horas en presencia de concentraciones variables de
insulina, se obtuvo la curva dosis/respuesta que se
representa en la Figura 16.

En el rango de concentraciones de insulina que

podemos considerar como fisioldbgicas (10_1 1-10-3M) ,
observamos un valor estable y equivalente al encontrado
en ausencia de la hormona; con concentraciones
suprafisioldgicas <10~eM) se observd una disminucidn

significativa (p<0,001) que no afectd, por otra parte, a
la actividad glucolitica.

De 1las figuras 15 y 16 podemos concluir que la
induccién de la actividad glucolitica causada por la
insulina no parece estar mediada por un incremento en la
concentracién intracelular de F-2,6-Ps>.
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Figura 16,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA INSULINA SOBRE EL CONITENIDO
INTRACELULAR DE FRUCTOSA 2,6-BIFOSFATO, A las 24 horas de cultivo, los hepatocitos se
incubaron durante 120 minutos en presencia de medio de cultivo basal conteniendo
concentraciones variables de insulina, El contenido en F-2,6-P2 (pmol/mg) se expresa
como la media i D,S, de 4 placas por variable, y se compara con el contenido
encontrado en ausencia de la hormona,

Los hepatocitos mantenidos en estas condiciones,
tras 24 horas de cultivo contienen un valor elevada de
este metabolito, que parece suficiente para sostener la
actividad glucolitica basal, y la estimulada por
insulina.

2.2.3. Efecto estimulador de la glucosa sobre la
glucolisis.

El objetivo de estos experimentos fué determinar
la capacidad del hepatocito cultivado de incrementar su
actividad glucolitica en respuesta al incremento en la
concentracidén externa de glucosa, asi como la influencia
de esta sobre el contenido intracelular de F-2,6-Ps.

2.2.3.1. Curva dosis/respuesta de la glucosa

sobre la produccidén de lactato.

Tras 24 horas de cultivo en condiciones Dbéasales,

los hepatocitos se incubaron enmedio de cultivo que
contenia cantidades variablesde glucosa comprendidas
entre 8 y 48 mM, en ausencia deestimulo hormonal. Se
tomaron alicuotas a los 20 vyl20minutos de la adicidn
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del sustrato, determinadndose el lactato producido en 1los
100 minutos de incubaciédn.

La Figura 17 muestra la curva dosis/respuesta
obtenida. Podemos observar que, en ausencia de insulina,
la glucosa es capaz de estimular la actividad glucolitica
de forma también dosis-dependiente.
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17,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA GLUCOSA SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOLITICA DEL HEPATOCITO CULTIVADO, A las 24 horas da cultivo, series paralelas de
placas se sometieron al ensayo de actividad glucolitica, en ausencia de estimulo
hormonal, frente a medio de cultivo conteniendo concentraciones variables de glucosa,
Se tomaron alicutas del medio a ios 20 y 120 minutos de incubacién, en las que se
determiné el lactato producido, EIl valor representado sobre 0 mM glucosa corresponde
al obtenido de Ja incubacién de los hepatocitos en medio Ham F-J2 sin glucosa,
durante el mismo periodo de ensayo, Los datos se expresan comola cantidad de
lactato producido durante 100 minutos de incubacion (media i D,S,),

La glucosa ejercidé un acusado efecto estimulador

de la glucolisis, con concentracién 12 mM (p<0,01) vy
superiores (p<0,001), alcanzando con la méxima concentra-
cién ensayada (48 mM) una estimulacidén semejante a la

producida por insulina 10 7™ en presencia de glucosa 10
mM (la actividad glucolitica se hace aproximadamente unas

2,5-3 veces superior a la obtenida frenta a glucosa
10mM) . La curva nos permite calcular de modo aproximado
la concentracién de glucosa capaz de producir la mitad
del efecto méximo, que se encuentra en este caso

alrededor de 21 mM.
Sin embargo, en el rango de concentraciones de

glucosa que podemos considerar fisioldgicas en plasma
(entre 6 y 12 mM) no parece que la glucosa ejerza un
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papel relevante en la estimulacidén de la glucolisis en el
hepatocito cultivado.

2.2.3.2. Efecto de la glucosa sobre el contenido

intracelular de fructosa 2,6-bifosfato.

El efecto estimulador de la glucolisis encontrado
en presencia de elevadas concentraciones de glucosa podia
estar mediado por un aumento en el contenido intracelular
de F-2,6-P2. Para estudiar si existia alguna relaciédn
entre el aporte de sustrato glucolitico y el nivel
intracelular del metabolito activador de 1la glucolisis,
se 1incubaron series paralelas de placas en presencia de
glucosa 10 mM (medio basal) vy de wuna concentracidén més
elevada de glucosa <30 mM) , capaz de estimular
significativamente la glucolisis (Figura 17).
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Figura 18,- ,EVOLUCI(jN DEL  CONTENIDO INTRACELULAR EN FRUCTOSA 2,6-
BIFObFATO TRAS LA ADICION DE 6LUCOSA, Tras 24 horas de cultivo en condiciones
basales, las células se incubaron en ausencia de estimulacion hormonal en medio de
cultivo conteniendo glucosa 10 (0) y 30 0 mfi, A los tiempos indicados se determiné
el contenido en F-2,6-P; (pmol/mg prot, celular),

La Figura 18 muestra 1la evolucidén del contenido
intracelular de F-2,6-Ps> en funcién del tiempo, tras la
elevacidédn de la concentracidn externa de glucosa. Tal
como cabia esperar, la incubacidén en medio basal (10 mM
glucosa) , no alterd el contenido inicial de F-2,6-Ps>

(95,1 £+ 1,8 pmol/mg). La 1incubacidén en presencia de
glucosa 30 mM produjo, sin embargo, un aumento
significativo de la concentracidn intracelular del

metabolito, que alcanzdé a los 15 minutos un valor méximo
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de 122,2 £+ 3,3 pmol/mg, aproximadamente un 30% superior
al inicial (p<0,001), que permanecid estable durante el
periodo completo de incubacidén ensayado.

Seguidamente determinamos el efecto causado por
concentraciones crecientes de glucosa sobre el contenido
intracelular de F-2,6-Ps>. En este caso determinamos el
metabolito tras un periodo de incubacién de 60 minutos en
presencia de concentraciones de glucosa comprendidas
entre 10 y 50 mM.

Como muestra la Figura 19, 1la glucosa ejercidé un

efecto claramente dosis-dependiente incrementando el
contenido intracelular del metabolito.
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Figura 19.- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA GLUCOSA SOBRE EL CONIENIDO EN
FRUCTOSA  2,6-BIFOSFATO, La F-2,6-Ps se determino a las 24 horas de cultivo en
condiciones estandar, tras 60 minutos de incubacion en presencia de concentraciones
variables de glucosa y ausencia de hormonas, Los datos (media i D.S,) se expresan
como X respecto al contenido encontrado en la incubacion frente a glucosa 10 mil,

El méximo efecto se alcanza vya en presencia de
glucosa 20 mM, que aumentd la concentracidn intracelular
de F-2,6-Ps> hasta un valor de 114,1 +7,4 pmol/mg , valor
aproximadamente un 30% superior al encontrado en
presencia de glucosa 10 mM <87,6 +5, 7 pmol/mg; p<0,001).
El 50% del incremento méximo en F-2,6-Ps>, se alcanzd con
concentraciones de glucosa cercanas a 15 mM.
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2.2.4. Accidédn combinada de insulina y glucosa
sobre la actividad glucolitica.

La insulina 10~eM ejercidé un claro efecto en la
estimulacién de 1la produccidédn de lactato (Figura 13) a
partir de una concentracidén exdgena de glucosa 10 mM, gue
por si sola no fué suficiente para estimular la
glucolisis (Figura 17). Seguidamente estudiamos el grado
de estimulacidén producido por la misma concentracidén de
insulina, en presencia de cantidades variables de glucosa
en el rango 6-50 mM. La Figura 20 muestra los resultados
obtenidos.

Como vimos en el apartado 2.2.3.1. (Figura 17),
la actividad glucolitica es muy sensible a la elevacidn
de la concentracidén externa de glucosa en el rango 12-50
mM, y la produccidn de lactato se incrementa
considerablemente en estas condiciones. Teniendo en
cuenta este hecho, vy para facilitar 1la comparacidédn del
grado de estimulacidédn producido por la hormona frente a
las diferentes concentraciones de glucosa, en la Figura
20 hemos representado la actividad glucolitica encontrada
en presencia de insulina como ©porcentaje del wvalor
obtenido en su ausencia, para cada concentracidén externa
de glucosa ensayada.
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Figura 20,- EFECTO DE LA INSULINA SOBRE LA ACTIVIDAD GLUCOLITICA DEL
HEPATOCITO, FRENTE A CONCENTRACIONES VARIABLES DE 6LUC0SA, la produccién de lactato
se determiné tal como se describe en la Figura 17, en monocapas incubadas en medio de
cultivo conteniendo concentraciones variables de glucosa, en presencia o no insulina
Ig~8H, La produccién de lactato en presencia de Ja hormona (barra cJaral, se ha
representado como X respecto a la encontrada para su correspondiente concentracién de
glucosa (barra sombreadai en ausencia de insulina, (i p<0,05; X% p<0,01; t$%% p<0,001)

El médximo porcentaje de estimulacidén se encontrd
en presencia de glucosa 10 mM (aproximadamente el 80%) ,
siendo de alrededor de un 12% la estimulacidén producida
por la hormona frente a glucosa 8 y 12 mM. Para concen-
traciones inferiores la hormona no parecidé ejercer un
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efecto estimulador significativo. De la misma manera, la
elevacién de la concentracidén externa de glucosa por
encima de 12 mM, conlleva un fuerte incremento de la
actividad glucolitica, pero este es independiente de 1la
presencia de la hormona, que no produce estimulacidn
adicional. La presencia de insulina no alterd por otra
parte la concentracidén de glucosa para la que se obtiene
el 50% de la méxima actividad glucolitica, que en estas
condiciones resultdé ser aproximadamente 21 mM.

Con objeto de determinar si la concentracién

externa de glucosa podia modificar también la
sensibilidad de los hepatocitos a la estimulacidén de 1la
glucolisis producida por insulina, realizamos los

experimentos cuyos resultados se recogen en la Figura 21.
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Figura 21,- CURVA DOSIS/RESPUESTA A LA INSULINA DE LA ACTIVIDAD
GLUCOLITICA A PARTIR DE CONCENTRACIONES FISIOLOGICAS DE GLUCOSA, La actividad
glucolitica se ensayo tal, cono se describe en Material y Métodos, durante 2 horas de
incubacion en presencia de glucosa § (¢) y JO @ mM y de concentraciones variables
de insulina, Las velocidades de produccion obtenidas, se han representado como X
respecto a Ja encontrada en ambos casos en ausencia de Ja hormona (media i D.S, de 4
placas por variable),

La Figura 21 muestra la curva dosis/respuesta a
la insulina, obtenida en las condiciones habituales de
ensayo, en presencia de glucosa 8 y 10 mM (concentracio-
nes escogidas en funcidén de la glucosa portal encontrada
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en el laboratorio para el animal ayunado y realimentado,
segin detallamos en Material y Métodos).

En la serie incubada en presencia de glucosa 10
mM observamos un incremento gradual de 1la actividad
glucolitica en funcién del aumento en la concentracién de
la hormona.

Concentraciones tan bajas como 10—'°M ya
estimularon significativamente 1la glucolisis (44% mas
actividad que en ausencia de la hormona; p<0, 01>,

encontrandose una estimulacién de aproximadamente el 81%
con insulina 107®M y del 165% con insulina 10~7M, mixima
concentracién ensayada (p<0,001>.

Sin embargo, en presencia de glucosa 8 mM, 1la
hormona no ejercié estimulacién significativa de 1la
glucolisis en el rango 10—''-10"°M. Sélo fué posible
encontrar estimulacién de la wvia con insulina 107®M vy
superiores, y el porcentaje obtenido fué también menor
(12% con insulina 10-=M, y 60% con insulina 1077M ;
p<0, 01 y p<0, 001 respecto a produccién basal
respectivamente), si se compara con el grado de
estimulacién que ejercieron estas mismas concentraciones
de la hormona en presencia de glucosa 10 mM.
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2.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD GLUCCLfTICA DURANTE PERIODOS
PROLONGADOS DE CULTIVO.

Una vez determinadas 1las caracteristicas de 1la
glucolisis en el hepatocito cultivado durante 24 horas,
estudiamos la evolucién de la actividad glucolitica a 1lo
largo de los dias de cultivo. Nuestro objetivo en este
.caso, ha sido determinar el mantenimiento de la capacidad
de produccién de lactato y de la capacidad de respuesta a
insulina, asi como la influencia que la presencia de
dexametasona, como componente del medio de cultivo,
puede tener en la expresién de ambos parametros durante
tiempos prolongados de cultivo.

2.3.1. Mantenimiento a largo plazo de la
actividad glucolitica. Efecto de la
dexametasona.

Primeramente, estudiamos el mantenimiento de 1la
actividad glucolitica Dbasal (no estimulada) de 1los
hepatocitos, cultivados durante el periodo completo en
medio basal de cultivo (F-12 suplementado con insulina
107=M) complementado o no con dexametasona 10~7M.

A las 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo, placas
paralelas de un mismo cultivo se sometieron al ensayo de
actividad glucolitica, en ausencia de hormonas. La
produccién de lactato resulté ser 1lineal durante el
periodo completo de ensayo, para todas las variables
ensayadas. La Figura 22 muestra 1la velocidad de
produccién de lactato obtenida en funcién del tiempo de
cultivo en que se realizé el ensayo.

A efectos comparativos, la actividad glucolitica
se expresa en este caso como porcentaje de la determinada
a 24 horas de cultivo, momento en que se incorporé la
dexametasona en la serie correspondiente.

En condiciones de cultivo control, a las 48 horas
de cultivo encontramos una glucolisis semejante a la
determinada inicialmente a las 24 horas de cultivo. Sin
embargo, con el tiempo de cultivo la glucolisis basal
disminuyé progresivamente, siendo un 24% menor a 72
horas (p<0,01) y wun 33% menor a 96 horas (p<0,001),
compatrada con la actividad glucolitica control

- 163 -



determinada a las 24 horas de cultivo (5,19 £+ 0,24

nmol/mg/min en el cultivo descrito en la Figura 22).
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Figura 22,- ACTIVIDAD 6LUCOLITICA COMO FUNCION DEL TIEMPO DE CULTIVO, A
partir de las 24 horas de cultivo, Jos hepatocitos se mantuvieron en medio basal
suplementado C) o no (0) con dexametasona 10~7M, que se renové cada dia, A los
tiempos indicados, series paralelas de placas se sometieron al ensayo de actividad
glucolitica, en presencia de glucosa 10 mMy ausencia de hormonas, La velocidad de
produccién de lactato se ha expresado como % respecto a la determinada inicialmente a
las 24 horas de cultivo, siendo Ja media i D,S, de la obtenida en 4 placas por
variable, correspondientes a un cultivo representativo, X (p<0,08) y XX ip<0,01)
indican incrementos significativos respecto a los controles correspondientes no
pretratados con dexametasona,

El pretratamiento durante 24 horas con
dexametasona produjo un aumento significativo de la
actividad glucolitica Dbasal, que a 48 horas de cultivo
resultd ser un 27% superior a la ensayada a 24 horas de
cultivo (p<0,001) . La presencia de dexametasona como
componente del medio de cultivo, por otra parte, no fué
capaz de evitar la disminucidén progresiva de la actividad
glucolitica con tiempos mas prolongados de cultivo, si
bien 1la velocidad de produccidén de lactato obtenida en
los cultivas mantenidos a largo plazo en presencia de
dexametasona fué siempre significativamente superior a la
obtenida, en 1dénticas condiciones de ensayo, en los
cultivos control mantenidos en ausencia del corticoide
(un 37, 27 y 16% superior a su control correspondiente a
48, 72 y 96 horas de cultivo respectivamente).
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2.3.2. Mantenimiento de la capacidad de respuesta
a la insulina.

La capacidad de incrementar la velocidad de
produccién de lactato en respuesta a insulina, se evalud
diariamente en placas paralelas de un mismo cultiva,
mantenidas durante el periodo completo de <cultivo en
medio suplementado o no con dexametasona. El ensayo se
realizé en el medio habitual de cultivo en ausencia de
hormonas, inicidndose con la adicién de insulina 10-I3M a
la serie correspondiente. Las velocidades de produccidn
obtenidas se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI
PRODUCCION DE LACTATO EN RESPUESTA A INSULINA CONO FUNCION DEL TIEMPO Y
CONDICIONES DE CULTIVO,

TIEMPO DE CULTIVO CONTROL DEXAMETASONA
. (horas) Basal +Insulina Basal +Insulina
24 5,1910,24 7,5310,37%%%
48 4,8310,34 7,1710,20%%% 6 ,6010,20 7,6010,34*
72 3,9710,27 4,5310,29 5,0310,25 5,1410,26
96 3,3510,31 3,4610,15 4,0010,25 4,0610,18

Diariamente se evalud la produccién de lactato (expresada como nm/mg/min)
en presencia y ausencia de insulina I0~eMen series paralelas de placas
mantenidas durante el periodo completo de cultivo en medio standar o
medio suplementado con dexametasona, (X p<0,05 y Xtt p<0,001 respecto a la
produccion basal correspondiente), Los datos representan la media i D,S,
de 4 placas correspondientes a un cultivo representativo,

La velocidad de produccidén de léactico obtenida en

presencia de insulina a las 24 horas de cultivo, fué en
este caso un 45% superior ala basal (7,5 £0, 4 frente a
5,2 + 0,2 nmol/mg/min obtenidos en ausencia de
estimulacioén hormonal; p<0,001>. Las diferencias

observadas en el grado de estimulacidédn respecto al
descrito en otros apartados son fundamentalmente funcidn

de la calidad del cultivo considerado. Como muestra la
Tabla VI, laactividad glucolitica, estimulada o no con
insulina, fué siempre mayor en los cultivos mantenidos

en la presencia continuada de dexametasona.

La Figura 23 muestra de manera grafica la
evolucidn de la capacidad glucolitica basal y la
estimulacién producida por la adicidén de insulina en 1los
hepatocitos control (C) 0 pretratados con dexametasona
(D) hasta el momento del ensayo.
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Tras 48 horas de cultivo en condiciones control,
los hepatocitos respondieron a la hormona aumentando la
produccidén de lactato hasta 7,2 + 0,2 nmol/mg/min, valor
aproximadamente un 48% superior (p<0,001> a la actividad
glucolitica basal en ausencia de la hormona (Figura 23).

Tanto la actividad glucolitica Dbasal como la
capacidad de respuesta a la insulina (Tabla VI y Figura
23) disminuyeron significativamente a partir de las 48
horas de cultivo en condiciones control. Tras 72 horas de
cultivo el grado de estimulacién producido por la hormona
fué sensiblemente menor (aproximadamente un 14%), siendo
indetectable el efecto de la insulina sobre la
glucolisis a las 96 horas de cultivo.

48 72 96

HORAS DE CULTIVO

Figura 23,- C(APACIDAD DE RESPUESTA A INSULINA EN LA ESTIMULACION DE LA
GLUCOLISIS, COMO FUNCION DEL TIEMPO Y CONDICIONES DE CULTIVO, El cultive se mantuvo
durante los tiempos indicados en medio suplementado (D) o no (C) con dexametasona
JO~"M, Diariamente placas correspondientes a ambas series se sometieron al ensayo de
actividad glucolitica , en presencia y ausencia de insulina 10~8M, La actividad
glucolitica basal (barra sombreada) se ha superpuesto sobre la actividad estimulada
por insulina (barra clara), Los resultados (nmol/mg/min) corresponden a la media i
D, S, de 4 placas por variable,

El pretratamiento con dexametasona, que como
habiamos wvisto (Figura 22) aumentdé significativamente la
actividad glucolitica basal, produjo por otra parte una
disminucién clara del grado de estimulacidén de la
glucolisis encontrado tras la adicidén de insulina,
evaluado a las 48, 72 y 96 horas de cultivo (Figura 23)
La velocidad de produccidén de lactato estimulada por
insulina, en todos los tiempos ensayados fué sin embargo
semejante e incluso superior a la obtenida en las células
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control en idénticas condiciones de ensayo (Tabla VI vy
Figura 23).

En las células tratadas con dexametasona, no fué
posible detectar wun incremento en la glucolisis como
respuesta a la adicién de insulina tras 72 horas de
cultivo, aunque la actividad glucolitica en estas
condiciones fué siempre superior a la control, estimulada
o no con insulina.

2.3.3. Evolucién con el tiempo de <cultivo del
contenido intracelular en fructosa 2,6-

bifosfato.
Junto a la determinacién de la actividad
glucolitica, diariamente se valord el contenido

intracelular de F-2,6-Ps> de los hepatocitos, como funcidn
del tiempo de cultivo, asi como la posible influencia de
la presencia continua de dexametasona 10-TtiM  en el
mantenimiento de los niveles de este metabolito. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 24.
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Figura 24,- EVOLUCION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE FRUCTOSA 2,6-
BIFOSFATO, CONO FUNCION DE TIENPO Y CONDICIONES DE CULTIVO, A partir delas 24 iioras
de cultivo, Jos hepatocitos se mantuvieron en condiciones control (0) o en medio
suplementado  con dexametasona 10~7N (+), Diariamente se determiné elcontenido en
F-2,6-Pz, que se expresa como la media i 0,8, de 4-5 placas por variable,
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Podemos observar una disminucién paulatina y

progresiva del contenido intracelular de F-2,6-P:z, dque
afecta a los hepatocitos ya desde las 24 horas de
cultivo, y que es independiente de la presencia

continuada del corticoide como componente del medio de
cultivo.

De esta manera, tras 96 horas de cultivo, los
hepatocitos control contienen un nivel de F-2,6-Pz de
18,3 2,3 pmol/mg, que no difiere significativamente del
valorado en 1las células mantenidas en presencia de
dexametasona durante las 72 horas previas al ensaya <15,7
+ 1,2 pmol/mg), y dque representa el 30% aproximadamente
del contenido inicial a 24 horas de cultivo.

La disminucién de los niveles intracelulares de
F-2,6-Ps> es ya importante a 48 horas de cultivo (p<0,01),
momento en que los hepatocitos contienen aproximadamente
un 75% de su contenido inicial, y no parece modificarse
por el tratamiento prolongado con dexametasona.

Estos resultados parecen indicar que, a
diferencia de lo observado para la actividad glucolitica,
no parece que la dexametasona ejerza un papel directo en
el mantenimiento de los niveles del metabolito activador,
dado que su disminucién es paralela y equivalente en
ambas series de placas.

Tabla VII
EVOLUCION DEL CONTENIDO EN FRUCTOSA 2, 6-BIFOSFATO TRAS LA ADICION DE
INSULINA A LAS 48 HORAS DE CULTIVO

CULTIVO CONTROL CULTIVO DEXAMETASONA
Contenido inicial 40,9 1,6 42,71 0,2
Tras 60 minutos ;
SIN INSULINA 48,5 1 2,1 * 47,7 £ 3,4 *
CON INSULINA 49,4 i 0,1 * 49,71 2,9 *

El contenido en F-2,6P2 (pmol/mg) se determiné a 48 horas de cultivo en
series paralelas de placas mantenidas con y sin dexametasona durante 24
horas (contenido inicial) y 60 minutos después del cambio o nuevo medio
de cultivo conteniendo o no insulina I0~dl, Los datos se expresan como la
media i D,S, de 4 placas, % indica diferencias significativas (p<0,05)
respecto al contenido inicial de su control correspondiente,

Contrariamente a lo descrito a 1las 24 horas de
cultivo (Figura 15), el cambio de medio efectuado a 48
horas (cuando el nivel intracelular de F-2,6-Pa> ya ha

- 168 -



disminuido significativamente) conlleva wun incremento
ligero pero significativo de la concentracioén
intracelular del metabolito. La Tabla VII muestra el
contenido en F-2,6-P= de los hepatocitos cultivados 48
horas en presencia y ausencia de dexametasona, valorada a
los 60 minutos de 1la renovacién del medio de cultivo
conteniendo o no insulina 10—°M,

Los resultados muestran que dicho incremento
(determinado a los 60 minutos de la renovacién del media)d
es equiparable tanto en 1las células control como en
aquellas mantenidas en medio de cultivo suplementado con
. el corticoide. Este aumento en el contenido en F-2,6-P= -
no parece ser provocado por la readicién de insulina, ya
que es observable tanto en presencia como en ausencia de
la hormona, no encontrédndose diferencias significativas
entre ambas series.

2.3.4. Evolucién de actividades enzimaticas de la
glucolisis.

Los resultados basta ahora descritos, sefialan la
progresiva disminucién de la actividad glucolitica del
hepatocito en cultivo, asi como de 1la capacidad de
estimulacién de la via en respuesta a 1la adicién de
hormonas. En este punto nos preguntamos si 1la menor
actividad glucolitica podia relacionarse con una
disminucién paralela del equipamiento enzimatico del
hepatocito, influenciable o no por las condiciones de
mantenimiento del cultivo.

En este apartado estudiamos 1la evolucién del
contenido intracelular en PK y en PFK 2, dos de las
actividades reguladoras méds importantes de la via
glucolitica, y la influencia de las condiciones
hormonales y el tiempo de cultivo sobre 1la expresioéon
durante tiempos prolongados de estas actividades
enzimdticas.

2.3.4.1. Estudio de la actividad piruvato kinasa.

Efecto de 1l1la dexametasona sobre el

patrén isoenzimitico.

La PK cataliza la formacién de piruvato a partir
de PEP, ultima etapa irreversible de la glucolisis. Es
uno de 1los enzimas clave reguladores de 1la actividad
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glucolitica celular, y su actividad estd regulada por
diversos factores hormonales y nutricionales (89,225~
227)

a) Expresién de 1la actividad piruvato kinasa en
cultivo. Efecto de la presencia continua de
dexame tasona.

La evolucidén de la actividad PK se ensayd en

células mantenidas en presencia y ausencia de
dexametasona 10™"WM durante tiempos prolongados de
cultivo. En estos experimentos los hepatocitos se

sembraron en placas de cultivo de 10 cm de didmetro para
asegurar el mantenimiento prolongado de proteina celular
suficiente para permitir 1la valoracidén correcta de la
actividad enziradtica, tal como se 1indica en Material vy
Métodos.

Tras las primeras 24 horas de cultivo, los
hepatocitos mostraron un contenido inicial medio de
actividad PK de 312,4 + 28,5 mU/mg.

Como muestra la Tabla VIII y a pesar de la
presencia continua de insulina como componente del medio
de cultivo, tras las primeras 24 horas se observa una
disminucién progresiva de la actividad PK.

Tabla VIII
EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD PIRUVATO KINASA COMO FUNCION DEL TIEMPO Y
CONDICIONES DE CULTIVO

DIA DE CULTIVO ACTIVIDAD FK CU/ig)

CONTROL DEXAMETASONA
1 312,4 28,5
2 239,3 19,4 240,8 1 1,9
3 168,6 10,3 226,51 3,5%
4 152,8 18,1 194,41 3,5+3
5 95,5 13,2 137,81 2,1
6 42,0 10,3 75,01 6,3 %]
7 40,2 15,3 70,41 1,4%

La actividad PK se determiné diariamente en series paralelas de placas
del mismo cultivo mantenidas durante el periodo completo en medio suple-
mentado o no con dexametasona I10~7M Los resultados se expresan como el
valor medio i D,S, de 4 placas, Tanto en la serie control como en la
mantenida con dexametasona, Ja disminucion de actividad con los dias de
cultivo resulto estadisticamente significativa (p<0t00;) respecto al
valor de 24 horas, (XX p<0,01 y XXX p<0,001 respecto al control corres-
pondiente),
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Al tercer dia de cultivo, encontramos tan sélo
un 54% de la actividad PK inicial en el cultivo control,
que continué disminuyendo hasta alcanzar al septimo dia
de cultivo un valor equivalente tan s6lo al 10% del
contenido valorado a 24 horas.

El mantenimiento prolongado en presencia de
insulina y dexametasona, no 1impidié 1la progresiva
disminucién de la actividad PK intracelular en funcién
del tiempo de cultivo (Tabla VIII). Sin embargo, en los
cultivos pretratados - con '~ dexametasona se observod
sistemAdticamente un retraso significativo en la
~disminucién de la actividad - PK, si 'se compara con la
actividad valorada en las células mantenidas en ausencia
del glucocorticoide a dias equivalentes de cultivo.

Al tercer dia de cultivo, las células mantenidas
en presencia de dexametasona conservaban un 75% de 1la
actividad inicial, que también disminuydé progresivamente
hasta valores equivalentes al 22% del inicial al séptimo
dia de cultivo.

b) Efecto de la dexametasona y la insulina en 1la
activacién de la piruvato kinasa.

Tal como hemos descrito en el apartado anterior,
la dexametasona desempefia un importante papel en el
mantenimiento de la actividad PK por tiempos prolongados
de cultivo. Sin embargo, a 48 horas de cultivo (Tabla
VIIID todavia no es apreciable una diferencia
significativa entre 1la actividad especifica PK de 1las
células control y las pretratadas con el glucocorticoide,
mientras que resulta notable el incremento en 1la
actividad glucolitica basal (descrito en el apartado
2.3.1.) producido por el pretratamiento de 24 horas con
dexametasona. ‘

En este momento investigamos si el tratamiento
con dexametasona 1077M podia afectar de alguna manera el
estado de activacién de la PK en cultivo en comparacién
con las células control, asi como el efecto de la adicién
de insulina en ambos casos sobre la activacién de la PK.
Los resultados se recogen en la Tabla IX.

Como se deduce de los recultados, el
mantenimiento de los hepatocitos en presencia de 10-7NM
produce una elevacién significativa de la proporcién de
PK en forma activa, lo que se refleja en un aumento en la
relacién v/Vmax que se hace aproximadamente un 25%
superior a 1la relacién de actividades obtenida en 1la
serie control.
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El porcentaje estimado de actividad PK que se
encuentra en forma activa en condiciones control
representa tan sbélo un 32% de la actividad total PK,
mientras que en los hepatocitos mantenidos en la
presencia continuada del glucocorticoide, la PK se
encuentra activada en aproximadamente un 48% (p<0,001).

Tabla IX,
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DEXAMETASONA EN LA ACTIVIDAD PIRUVATO KINASA
DE LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS,

CULTIVO CONTROL CULTIVO DEXAMETASONA
v/V«.x 1 v/V..x 1
Valor inicial 0,22210,013 32,314,0 0,27610,014" 48,414,1
Tras 40 minutos
SIN INSULINA  0,23110,008 34.912.6 0,28710,020%* 51,615,9
CON INSULINA  0,27310,012b 47.413.7 0,33410,017*-b 65,715,0

La actividad PK se determino a las 48 horas de cultivo, en células
control o pretratadas 24 horas con dexametasona 10~7M (valor inicial), y
40 minutos después de la adicion (o no) de insulina 10~eM a monocapas
correspondientes a ambas series, El grado de activacion del engima, se
expresa como Ja relacion v/V*** y paralelamente como el porcentaje
estimado de enzima activo respecto al total (ver Material y Métodos), Los
valores corresponden a la media i 0,8, de 6-9 placas por variable, a -i p<
0,001 respecto al valor determinado en el cultivo control para la misma
variable; b v p<0,001 respecto al valor obtenido en la misma serie en
ausencia de insulina,

La incubacidén subsiguiente de los hepatocitos
(control o tratados) en ausencia de insulina, no produce
alteraciones significativas sobre este valor inicial, que
permanecid constante tras 40 minutos de incubacidén vy
resultdé por tanto significativamente superior en las
células pretratadas condexametasona durante las 24 horas
anteriores al ensayo, en comparacidn con las células
control.

La adicidén de insulina 10-eMprodujo por otra
parte un incremento significativo en la relacidn v/Vm»x
(que se hace un 15% superior a la inicial), consecuencia
de la activacidén de la PK producida en ambos casos por la
hormona (p<0,001).

La insulina activdé la PK de manera semejante en
las células control y en los hepatocitos tratados con
dexametasona, de manera que se mantuvieron las
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diferencias en el porcentaje de forma activa detectadas
inicialmente en ambas series. Tras la incubacién con
insulina la PK activa representé el 48% de la actividad
total en los hepatocitos control, y aproximadamente el
66% de la actividad total en aquellas células
pretratadas con el corticoide.

c) Estudio del patrén 1isoenzimidtico de Ila
piruvato  kinasa. Efecto de la presencia
continuada de dexametasona.

El iscenzima L de la PK es 1la forma hepatica
mayoritaria de esta proteina en el animal adulto,
asociada a pequefias cantidades del isocenzima M=
(228,229).

En los hepatocitos cultivados por periodos mas o
menos prolongados, y asociada a la pérdida progresiva de
actividad PK, se ha descrito un desplazamiento en el
balance de estos iscenzimas hacia un patrén semejante al
del higado fetal, caracterizado por wuna proporcién
mayoritaria del isoenzima M= (18,228,229), de forma mas o
menos pronunciada dependiendo de 1las condiciones de
cultivo empleadas.

Tras estudiar el mantenimiento de la actividad PK
en cultivo, evaluamos la evolucién del patron
iscenzimadtico de 1la PK, asi como el papel de la
suplementacién hormonal del medic de cultivo con
dexametasona en el control del estado diferenciado de los
hepatocitos cultivados. La separacién de los isoenzimas
se llevé a cabo por cromatografia en DEAE-Celulosa de los
extractos obtenidos diariamente a partir de cultivos
mantenidos en medio estandar suplementado o no con
dexametasona 1077M, tal como se describidé en el apartado
correspondiente de Material y Métodos.

La Figura 25 muestra los perfiles de elucién
cromatografica obtenidos con los hepatocitos cultivados
en condiciones control.

En ausencia de dexametasona, la PK tipo L fué el
iscenzima mayoritaric en cultivo al menos durante los
tres primeros dias. La actividad PK tipo Mz fué también
detectable en el hepatocito cultivado, permaneciendo
durante este periodo inicial de cultivo a un wvalor
constante de aproximadamente el 1-3% de la actividad PK
total. La actividad FK M= valorada en el homogenado de

higado de animal adulto, equivale aproximadamente a un 5%
de la PK total.
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A partir del cuarto dia de cultivo en condiciones
control, se observd un aumento relativa significativo de

la proporcidédn del isoenzima PK Ms> que a quinto dia de
cultivo supuso el 18% de la actividad total ensayada.
Progresivamente el isoenzima de la PK se convirtidé en

la forma mayoritaria del enzima, siendo a séptimo dia de
cultivo aprgximadamente el 53% de la actividad PK total
(Figura 26A) .
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Figura 25.- ELUCION CROMATO6RAFICA EN DEAE-CELULOSA DE LOS ISOENZIMAS DE
LA PIRUVATO KINASA DEL HEPATOCITO CULTIVADO EN CONDICIONES CONIROL, Las condiciones
de elucién se describen en Material y Métodos, La flecha indica la adicion de
solucion de manitol 0,25 M/TEA SO uM, pH 7,5, conteniendo CIK 0,25 M Las muestras
eluidas, correspondientes a extractos obtenidos de hepatocitos tras 1, 3, 5y 7 dias
de cultivo en condiciones control (medio fon FU suplementado con insulina 10~SM),
contenian 0,17, 0,32, 0,35 y 0,3/ mg de proteina respectivamente,
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Cuando la dexametasona estuvo presente durante el
periodo completa de cultivo, la forma adulta del enzima
<PK L) fué la mayoritaria durante los siete dias de
cultivo estudiados. La Figura 27 muestra los perfiles de
elucidén cromatografica obtenidos en este caso.
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Figura 26,- EVOLUCION DE LOS ISOENZIMAS DE LA PE COMO FUNCION DEL TIEMPO
Y CONDICIONES DE CULTIVO, Los datos representan el % de PK L (barras blancas) y la
PK M; (barras negras) determinado diariamente, a partir de la valoracion de actividad
engimdatica y los perfiles de elucion cromatogrifica, tal como se describe en Material
y Métodos, Los hepatocitos fueron mantenidos en condiciones estindar (4) o en medio
de cultivo suplementado con dexametasona 10~M (B),

El isoenzima lis se mantuvo durante los seis
primeros dias de cultivo y de una manera estable, en
porcentajes semejantes a los encontrados an las primeras
24 horas de cultivo y en el higado del animal adulto
(Figura 26B) .

Al séptimo dia de cultivo en presencia de
dexametasona 10~7M, la actividad PK M2 aumentd
ligeramente su proporcidn relativa, alcanzando un valor
equivalente al 18% de 1la actividad PK total presente en
la célula, valor semejante al alcanzado a cuarto dia de
cultivo en ausencia del glucorticoide.

Parece pues posible relacionar la disminucidn
marcada de actividad glucolitica del hepatocito tras las
primeras 48 horas de cultivo en condiciones bésales, con
una disminucidén paralela y progresiva de la actividad PK,
ensayada en condiciones de méaxima actividad.
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Figura 27,- ELUCION CROMATOGRAFICA EN DEAE-CELULOSA DE LOS ISOENZIMAS DE
LA PIRUmO KINASA DE LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS EN PRESENCIA DE DEXAMETASONA 10~7M
La  figura muestra el perfil de elucion de extractos obtenidos de hepatocitos
cultivados en presencia continuada de dexametasona 10~ Las muestras aplicadas
corresponden a hepatocitos de 22, 42, 6§ y 72 dia de cultive, que contenian 0,20,
0,31, 0,54 y 0,44 mg de proteina respectivamente,

2.3.4.2. Estudio de la actividad 6-fosfofructo 2-
kinasa, Efecto de la suplementacidédn del

medio de cultivo con dexametasona.

Paralelamente al estudio del mantenimiento de 1los
niveles intracelulares de F-2,6-Ps> con el tiempo de
cultivo, descritos en el apartado 2.3.3., se determind la
actividad total PFK 2, enzima responsable de la sintesis
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del metabolito, y de la proporcidén relativa del enzima en
forma activa.

Tras 24 horas de cultivo, los hepatocitos
mostraron un contenido inicial medio de 42,4 +2, 9 pU/mg
de actividad PFK 2 total. La Tabla X muestra la
actividad enzimadtica determinada en funcidén del tiempo de
cultivo, frente a la concentracioén intracelular de

F-2,6-Ps> a tiempos equivalentes de cultivo.

Tabla X

MANTENIMIENTO DE LA ACTIVIDAD 6-FQSFOFRUCTO 2-KINASA COMO FUNCION DEL
TIEMPO DE CULTIVO

HORAS DE CULTIVO PFK 2 X F-2,6-P2 X
(pU/mg) (pmol/mg)

24 42,4 + 2,9 100 55,7 * 4,0 100

48 31,3 £1,4%* 74 40,9 i 1,6 ** 74

72 12,1 + 1,4 *%* 29 28,9 + 2,2 **x 52

9% 6,8 i 1,2 *** 16 18,3 i 1,9 ***x 33

Los datos se expresan en pU/ng (cono la nedia i D,S,) y en X respecto al
valor encontrado a 24 horas de cultivo, Paralelanente se nuestra el con-
tenido en F-2,6-P7 deterninado a tiempos equivalentes de cultivo, La dis-
minucion resulto significativa con; ti p<0,01 y ttt p<0,00;,

Como podemos observar existe una disminucidn
significativa y progresiva de 1la actividad PFK 2, gue se
refleja en paralelo con la disminucidén en el contenido en
F-2,6~P”. A 48 horas de cultivo encontramos una actividad
PFK 2 equivalente aproximadamente al 74% de 1la inicial
valorada a 24 horas de cultivo. El1 porcentaje de PFK 2
activa valorado a 24 horas de cultivo supuso el 85,8 =
7,9 % de la actividad total, vy fué semejante al valorado
inicialmente en la suspensién de hepatocitos recien
aislados (98,8 £ 4,1 %). A 48 horas de cultivo, la PFK 2
activa suponia el 74,8 + 1,8 % aproximadamente de la
actividad total, valor significativamente menor al % que
la forma activa representaba a 24 horas <p<0,01).

La actividad PFK 2 total continudé disminuyendo
acusadamente con el tiempo de cultivo, hasta alcanzar al
cuarto dia de cultivo un valor equivalente al 16% de la
actividad inicial. A 72 y 96 horas de cultivo por otra
parte, la actividad PFK 2 total valorada en los
hepatocitos resultd estar totalmente en su forma activa.

El mantenimiento prolongado de los hepatocitos en

el medio habitual de cultivo suplementado ademéds con
dexametasona 10~3, no evitdé 1la progresiva pérdida de
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actividad PFK 2 observada en condiciones control en
funcién del tiempo de cultivo. Como muestra la Figura 28,
la actividad PFK 2 disminuye considerablemente durante
las 72 horas iniciales de cultivo, independientemente de
la presencia de dexametasona, hasta alcanzar a 96 horas
de cultivo un valor equivalente al 18% de 1la actividad
inicial, gque no difiere significativamente del contenido
en actividad PFK 2 de las células control a tiempos
equivalentes de cultivo.

24 48 72 96

TIEMPO (horas)

Figura 28,- ACTIVIDAD 6-FOSFOFPUCT) 2-KINASA COMO FUNCION DEL TIEMPO Y
CONDICIONES DE CULTIVO, Los hepatocitos se mantuvieron durante el periodo completo de
cultivo en condiciones control (QT o en medio suplementado con dexametasona J0~7M (%)
Diariamente se determiné la actividad PFK 2 total, en placas correspondientes a ambas
series, La disminucion respecto al valor inicial encontrado a 24 horas, resulto
significativa (p<Q,001) en todos los casos,

E1l tratamiento prolongado con dexametasona
tampoco modificé significativamente el porcentaje de
enzima en forma activa, que supuso el 78 * 6 % a las 48
horas de cultivo, vy el 100% de la PFK 2 total a las 72 vy
96 horas de cultivo (de forma comparable a los valores
determinados en las placas control) . Si bien la
dexametasona juega un papel importante en el
mantenimiento vy la expresién de la PK en cultivo, el
glucocorticoide no parece influir de modo determinante en
el mantenimiento de 1los niveles iniciales de actividad
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PFK 2. La disminucién en el contenido intracelular de
F-2,6-P= con el tiempo de cultivo, parece ser reflejo de
la pérdida temprana de actividad PFK 2, a pesar de que
esta se encuentre mayoritariamente en forma activada, y
tampoco es modificada por 1la presencia continua de
dexametasaona como componente en el medio de cultivo.
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DISCUSION



Tanto la supervivencia del hepatocito en cultivao
como su funcionalidad metabélica, y entre ellas 1la
utilizacién de la glucosa y la produccién de lactato
(producto de la activa glucolisis celular), van a estar
influenciadas por las condiciones de cultivo (230), ya
sea el substrato o la composicién del medio de cultivo.

Se ha sugerido que con la adaptacién del
hepatocito a las condiciones de cultivo, estas células
deben convertirse en netamente glucoliticas (231,232
como parte del proceso de desdiferenciacién celular que
sufre el hepatocito respecto a las funciones metabélicas
caracteristicas de la célula adulta.

El objeto de este estudio ha sido la
caracterizacioén de la actividad glucolitica del
hepatocito cultivado en ausencia de suero, en relacién
con el tiempo y condiciones de cultivo y el estado de
diferenciacién celular. De la misma manera hemos evaluado
la relacién de la actividad glucolitica en cultivo con 1la
de la célula hepatica in vivo, estudiando la capacidad de
respuesta del hepatocito a aquellos factores responsables
de la estimulacién de 1la glucolisis en el animal
alimentado, como son la glucosa y la insulina.

1. ACTIVIDAD GLUCOLiTICA DEL HEPATOCITO DURANTE LAS
PRIMERAS HORAS DE CULTIVO.

Pocos son los estudios realizados encaminados a
la determinacién de la actividad |glucolitica del
hepatocito cultivado, y entre ellos pocos se han ocupado
de evaluar la glucolisis de la célula en 1las horas
siguientes a la siembra celular partiendo tal vez del
convencimiento de que, en esta etapa inicial de cultivo,
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los hepatocitos deben comportarse de modo parecido al
hepatocito aislado en suspensién.

La obtencién del cultivo primario de hepatocitos
pasa, sin embargo, por una etapa inicial <(adhesién y
extensién al substrato), en la que la actividad
metabdélica celular va a estar indudablemente condicionada
por los propios requerimientos energéticaos, muy elevados
en estas primeras horas de cultivo debido fundamentalmen-—
te a la sintesis de nuevas proteinas (46) que conlleva la
adaptacién del hepatocito al cultivo.

Nuestros resultados demuestran que, pese a las
diferencias cuantitativas observadas entre distintas
preparaciones en el +transcurso de varios meses, la
actividad glucolitica del hepatocito (evaluada desde el
momento de la siembra y durante las horas iniciales de
cultivo) es extraordinariamente elevada (entre 14-25 nmol
lactato/mg/min) si se compara con la baja actividad
glucolitica del higado In vivo (65), o la encontrada en
sistemas experimentales de corta duracién como el
hepatocito aislado (233).

Durante 1las primeras 4 horas de cultivo, 1la
produccién de lactato se hace constante y provoca una
acumulacién de lactato en el medio con la consiguiente
acidificacién de este. La acumulacién de lactato cesa no
obstante hacia las 8 horas de cultivo, alcanzando
asintéticamente una concentracién final de 2 mM en el
medio de cultivo, practicamente la misma que se alcanza
en el estado de equilibrio en el perfusado del higado
perfundido en condiciones o6ptimas 3, con sangre
completa, en las que se asegura la ausencia de anoxia
durante el proceso.

Esta elevada actividad glucolitica durante las
horas iniciales de cultivo, que contra 1lo que cabria
esperar no resulté comparable con la del hepatocito
aislado, ha sido descrita para el hepatocito cultivado
(198> en condiciones de cultivo distintas a 1las aqui
utilizadas y utilizando técnicas radioquimicas para la
determinacién de la produccién de lactato. Estos
resultados (198) muestran una actividad glucolitica unas
4-5 veces superior a la basal evaluada a las 24 horas de
cultivo, sin que los autores hayan investigado el posible
mecanismoc por el que se produce.

Ha sido descrito (234> que la actividad
glucolitica del higado in vivo (0,55-0,86 pmol/g.h./min)
requiere el funcionamiento activo en 1la célula de al
menos un 20-50% de la maxima actividad PFK 1 determinada
in vitro en homogenados de higado. Sin embargo calculos
basados en la determinacién in vitro de la actividad PFK
1, en presencia de las concentraciones fisiolégicas
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intracelulares de sus sustratos (ATP y F-6-P) y efectores
alostéricos positivos <(F-6-P, F-1,6-Pz, AMP y Pi) han
mostrado (72,234) que el enzima seria totalmente inactivo
de no existir un nivel minimo de F-2,6-P-, que se
convierte en el efector positivo mi&s importante del
enzima en condiciones aerobias, necesario por tanto para
que la glucolisis opere en el higado. El1 AMP se considera
el efector positivo fundamental del enzima (e inhibidor
de la FBF 1) en condiciones anaerobias (72) actuando
sinérgicamente con la F-2,6-P= en la activacién de la
PFK 1.

. El papel . esencial de la F-2,6-Pz como. activador:
maa importante de la PFK 1 iIn vivo (65) e inhibidor de 1la
FBF 1, nos 1llevé a 1investigar 1la importancia de este
metabolito en la elevada actividad glucolitica encontrada
en las horas iniciales de cultivo.

lLa suspensién celular recién aislada contiene
63,3+6,6 pmol de F-2,6-P=/mg, valor semejante al
existente en el higado del animal alimentado (78). Tras
los 40 minutos iniciales, en que el contenido en F-2,6-P=
incluso disminuyé 1ligeramente, encontramos un aumento
lineal y sostenido de la concentracién intracelular del
efector, solamente interrumpido por el cambio de medio
realizado 1 hora después de 1la siembra celular, que
provoca una disminucidén transitoria del contenido en
F-2,6-P=. Pasados aproximadamente 40 minutos, se reanuda
la acumulacién intracelular del efector, que alcanza de
esta forma valores maximos, unas 4 veces superiores a los
iniciales <(Figura 9. Una disminucién semejante del
contenido en F-2,6-P= provocada por el cambioc de medio,
ha sido descrita recientemente en el hepatocito cultivado
(181>, y se ha sugerido que puede estar causada por un
ligero incremento en el contenido de <c—-AMP provocado por
el propio cambio de medio, insuficiente para afectar a la
actividad PK (y por tanto a la actividad glucolitica),
pero capaz de modificar momentaneamente la PFK 2, mucho
mAs sensible (114,235).

La concentracién de F-2,6-Pz en el hepatocito,
depende fundamentalmente (66,74) de: 1) 1la actividad
PFK 2/FBF 2, y su grado de activacién; 2) la
concentracidén de los sustratos de su sintesis,
fundamentalmente 1la F-6-P; 3) 1la concentracién de 1laos
efectores alostéricos de la PFK 2 y FBF 2, muy importante
en ausencia de estimulo hormonal.

Ni la actividad PFK 2 ni su estadao de activacién
sufrieron variaciones significativas durante las mismas
horas en que encontramos un acusado aumento intracelular
de F-2,6—-P=. La actividad PFK 2 se encontrdé como enzima
activo en un 98,8 * 4,1% y permanecidé activa en un 100%
durante el periodo completo de ensayo, lo gque excluye la
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posibilidad de cualquier proceso dependiente de c-AMP, y
nos permite a la vez asumir que el estado de activacién
de la FBF 2 tampoco se modificé en el mismo periodo
puesto que existe un incremento neto en el contenido de
F-2,6-P=. Los efectores alostéricos deben jugar por tanto
un importante papel en la estimulacién de la PFK 2.

La importante elevacién de 1la concentracién
intracelular de AMP encontrada inmediatamente tras la
siembra celular, parece apuntar hacia este metabolito
como factor responsable del aumento en el contenido en
F-2,6-P=, via activacién de la PFK 2 (217).

El contenido en AMP aumentd linelamente desde el
momento de 1la siembra, sin latencia aparente, hasta
alcanzar a las 3-4 horas de cultivo un valor 3-4 veces
superior al inicial de la suspensioén celular,
coincidiendo con el momento de mAxima acumulacién de
F-2,6-P= (Figuras 9 y 11).

Si bien se ha comprobado in vitro el papel del
AMP como efector positivo de la PFK 2 purificada (217) en
un rango de concentraciones fisiolégicas, no ha sido

posible, no obstante hasta el momento, encontrar un
incremento en F-2,6-P= asociado al aumento en la
concentracién 1intracelular de AMP. En el hepatocito

aislado sometido a situacidén de anoxia, donde existe un
aumento en el contenido en AMP asociado a una elevada
actividad glucolitica, se ha descrito incluso una ligera
disminucidén en el contenido en F-2,6-P= (59).

Cabe sefialar que 1la anoxia en el hepatocito
aislado obtenido de rata alimentada, provoca un
incremento en el contenido en AMP semejante al aqui

descrito, pero que se alcanza mucho mAs réapidamente (en
unos 15 minutos) (89).

Loe resultados obtenidos en el hepatocito
cultivado mostraron ademas, que el incremento en el
contenido en AMP es previo a 1la elevacidn neta del
contenido en F-2,6-P=, que s6lo se 1inicia pasados 40
minutos aproximadamente, cuando el AMP ya se ha
incrementado sustancialmente sobre el valor inicial. Este
retraso observado en 1la acumulacién de F-2,6-P= nos
permite sugerir que 1las diferencias respecto a los
resultados decritos en la situacién de anoxia, se deben a
que en estos estudios (59) la F-2,6-P= se ha evaluado

tras un periodo de incubacién demasiado corto (sélo de 15
minutos).

Aunque la F-2,6-P= tenga un importante papel en
la estimulacién de 1la glucolisis, su incremento nao
parece ser, sin embargo, el factor responsable de 1la
elevada actividad glucolitica del hepatocito durante este
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periodo del cultivo, ya que el lactato se acumula en el
medio de manera 1lineal desde los minutos iniciales que
siguen a la siembra celular, independientemente de los
niveles de F-2,6-P= (Figuras 8 y 9.

También en este caso podria ser el AMP el factor
estimulador de la glucolisis, dado su papel como efector
alostérico positivo sobre la actividad PFK 1, e inhibidor
de la FBF 1 (65> actuando sinérgicamente con la F-2,6-P=.

Tras - la- siembra celular, podemos concluir, el
hepatocito inicia una masiva glucolisis provocada en
. principio. por . una . importante elevacion del contenido
intracelular de AMP, que ocasiona secundariamente una
elevacién del contenido en F-2,6-P=z, en presencia de la
PFK 2 plenamente activada. No podemos descartar Ila
posible influencia de otros agentes sobre la actividad
PFK 2, como son la F-6-P y el Pi. En este sentido, 1la
F-6-P puede estar acumuléndose en la célula durante el
periodo inicial de cultivo, dada la degradacién masiva de
glucégeno que ocurre en este periodo (que describiremos
mas adelante). Se ha descrito ademas recientemente (76)
el importante papel del Pi en la estimulacién de 1la
PFK 2, en un rango de concentraciones fisiolégicas, de
tal manera que el enzima seria totalmente inactivo en
ausencia de fosfato inorgénico. La posibilidad de un
incremento en el Pi asociado a 1la elevacién de 1la
concentracién intracelular de AMP en las horas iniciales
de cultivo, se estad investigando actualmente en el
laboratorio.

Queda ademds por elucidar la causa Gltima
responsable del incremento en el contenido celular de AMP
en este periodo. La sintesis proteica, proceso
particularmente dependiente de energia (236>, es
imprescindible y se encuentra muy activada, junto con 1la
sintesis de RNA, en la fase de extensiéon celular 46).
Este hecho nos permite sefialar 1la posibilidad de un
elevado consumo de ATP en estas horas iniciales de
cultivo, como consecuencia de lo cual, es posible que, 1D
el consumo de ATP exceda en cierta medida la capacidad de
la fosforilacién oxidativa mitocondrial, &6 2) el consumo
de O= por el hepatocito en esta etapa de cultivo, supere
la velocidad de difusién del gas a través del medio de
cultivo, en cuyo fondo se halla inmersa la célula,

Ambas situaciones darian como resultado wuna
relativa "hipoxia" sostenida durante la fase de extensién
celular, durante 1la cual se produciria 1la elevacién
transitoria de ADP y AMP. La produccién de AMP tendria
lugar fundamentalemente a partir de ADP, por accién de 1la
miockinasa, tal como se ha sugerido para el higado en
situacién de hipoxia (237).
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Estos cambios se reflejan en la disminucidén de la
relacién ATP/ADP, observada en estas horas iniciales de
cultivo, y que también se ha descrito en el hepatocito
aislado o higado perfundido en situacién de hipoxia
(237,238>. Hay que sefialar sin embargo, que existe una
diferencia importante en el hepatocito cultivado, en
relacién con dichas situaciones experimentales. Mientras
que en la anoxia la disminucién en la relacién ATP/ADP es
consecuencia del incremento en el contenido en ADP
asociado a una disminucién del ATP intracelular, 1los
datos obtenidos en las horas iniciales de cultivo
muestran un nivel constante de ATP en la célula, de formna
que la disminucién en la relacién ATP/ADP se debe
exclusivamente a un aumento en la concentracién de ADP.

Si bien no conocemos por el momento la causa del
mantenimiento de niveles estables de ATP, es indudable 1la
gran importancia que ello puede tener para el desarrollo
del cultivo, dada la necesidad de procesos de sintesis
para la formacién de la monocapa celular, y la relacién
del contenido en ATP con la capacidad metabdélica de la
célula. A causa de la existencia de niveles constantes de
ATP, durante el periodo considerado el hepatocito
cultivado no ve afectado su nivel energético, definido
segin Atkinson (239) como:

1 2 x [ATP] + [ADPI]
Nivel energético= .

2 [ATP] + [ADP] + [ AMP]

reflejo de 1la disposicién metabdélica celular hacia
funciones de sintesis o degradacién. A pesar del
incremento en ADP y AMP, el nivel energético inicial
(0,89) se mantiene constante durante el periodo completo
considerado (Tabla V), y en valor correspondiente al
encontrado (239) en el estado metabdélico estacionario
(0,85) donde existe un equilibrio entre vias anabélicas y
catabdélicas.

Pasadas las horas iniciales de cultivao, la F-2,6-
Pz volvié a disminuir progresivamente hasta alcanzar a 24
horas de cultivo valores semejantes a los del animal
alimentado. Esta disminucién ocurre de modo paralelo a la
disminucién progresiva del contenido en AMP, cuando 1la
concentracién de lactato en el medioc ha alcanzado

concentraciones cercanas a 1,5 mM. El cese en 1la
produccién de lactato podria estar provocado por el
propio lactato, tal como se ha comprobado en el

hepatocito aislado (240) y cultivado (198> en un rango de
concentraciones desde 2 a 10 mM.

Dos parecen ser pues 1los posibles candidatos
responsables de la vuelta a la concentracién inicial de
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la F~2,6-P=. Por una parte la progresiva disminucién del
contenido en AMP, activador de la PFK 2 y la PFK 1; por
otra, la concentracién externa de lactato, gque puede
actuar también disminuyendo la concentracién intracelular
de F-2,6-P> (181,241) a través de una inhibicién de 1la
PFK 2 provocada posiblemente por una acumulacidén
intracelular de PEP que ocasiona el lactato (111).

Por dltimo debe considerarse que el consumo neto
de glucosa por el hepatocito no parece cesar a causa de
una disminucién = importante en @ 1la concentracién
extracelular de glucosa (falta de sustrato), ya que
-durante las primeras 24 horas de cultivo la concentracién
externa de glucosa disminuye tan sé6lo en aproximadamente
en 1 mM (Figura 7).

2. ESTIMULACIONY A CORTO PLAZO DE LA ACTIVIDAD GLUCOLfTICA
EN EL HEPATOCITO CULTIVADO.

La actividad glucolitica del higado difiere de la
de otros tejidos en los que la glucosa es la principal
fuente de energia, en gque el hepatocito raramente consume
glucosa (encaminada principalmente a 1la sintesis de
triglicéridos), funcionando principalmente como érgano
gluconeogénico y de almacenamiento de glucégeno.

En el modelo de zonacién hepatica (57,100) se ha
propuesto la existencia de subpoblaciones hepatocitarias
periportales y perivenosas con capacidades metabélicas
distintas, preferentemente descritas para el metabolismo
de hidratos de carbono, en funcién de los gradientes de
oxigeno, hormonas y nutrientes que se producen con el
paso de la sangre a través del acino hepatico. Segian éste
modelo, la glucolisis ocurriria principalmente en la zona
perivenosa, que contiene mayor cantidad de PK y GK
(101,102,242).

En cultivo, ha sido posible inducir patrones

metabdélicos semejantes a los descritos para los
hepatocitos perivenosos (caracterizados por la
utilizacién de 1la glucosa: glucolisis y sintesis de
glucoégeno), mediante la modificacién del medio de
cultivo, con la 1inclusién de insulina como hormona

mayoritaria (107=M) <(198). Estas condiciones de cultivo
recuerdan a las empleadas para el mantenimiento de los
hepatocitos en nuestro sistema experimental, donde las
células estén expuestas a la presencia continuada de
insulina 10~®M durante el periodo completo de cultivc.
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La actividad glucolitica iIn vivo estéd modulada a
corto plazo por el aporte de sustrato (estado nutricional
del organismo) y por influencias hormonales
fundamentalmente 1la relacién insulina/glucagén, aunque
otras hormonas como a y 8 adrenérgicos, glucocorticoides,
etc. también intervienen en cierta medida (65). En este
estudio, hemos evaluado el papel de la glucosa y de la
insulina en la estimulacién de la actividad glucolitica
del hepatocito cultivado, en relacién comparativa con la
glucolisis In vivo.

2.1. Bfecto de la insulina.

El efecto a largo plazo de la insulina sobre 1la
glucolisis hepatica, fundamentalmente a través de 1la
induccién de la expresién de enzimas clave de la via (GK
y PK) ha sido estudiado por diversos autores en estudios
1n vitro (183,198,243). La estimulacién directa de 1la
degradacién de la glucosa a corto plazo por la insulina,
sélo ha podido establecerse claramente cuando la hormona
antagoniza dosis subéptimas de glucagén (111,113,117) en
el hepatocito aislado.

Aunque la valoracién del lactato vertido al medio
de cultivo subestima en cierta medida el flujo
glucolitico real, es lo suficientemente representativa de
la glucolisis y de 1las 1influencias hormonales y
nutricionales que sobre ella tienen lugar. En condiciones
de ensayo semejantes a las empleadas en este estudio, la
contribucién del CO= formado es minima (200> 1llegando
como mAximo a representar entre un 20-30% de la glucosa
total utilizada <179, 198)>.

La actividad glucolitica basal del hepatocito a
24 horas de cultivo, fué minima y equivalente a 1la
descrita en el Thepatocito aislado en presencia de
concentraciones fisiolégicas de glucosa (59, 179
empleando en estos estudios técnicas radioquimicas en la
valoracién de la actividad glucolitica. La insulina fué
capaz de producir en este momento de cultivo una fuerte
estimulacién de la actividad glucolitica, sin latencia
aparente detectable en nuestras condiciones de ensayo, de
manera dosis—-dependiente, comparable a la descrita por
otros autores en el hepatocito cultivado (180). La
activacion de la glucolisis causada por la insulina fué
ya significativa para la concentracién 10='¢ M de la
hormona (Figura 14), concentracién que podemos considerar
como inferior a la fisiolégica si tenemos en cuenta que
aunque la insulina alcanza en sangre periférica
concentraciones cercanas a 107'' M (168), en sangre
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portal la hormona puede llegar a alcanzar concentraciones
de 3 x 1072 M (180>.

La insulina ejercié el mismo efecto estimulador
de la glucolisis cuando el ensayo se realizé en solucién
salina conteniendo glucosa 10 mM como udnico sustrato
(apartado 2.2.2.). Ello descarta la posibilidad de que la
mayor produccién de lactato encontrada en presencia de la
hormona se produzca de forma indirecta por la
contribucién de los aminoidcidos componentes del medio de
cultivo, cuyo transporte -y - captacién es estimulado
también por insulina (174), y parece apuntar hacia un
.efecto directo .de la. hormona. en 1la .activacién de 1la .
metabolizacién de la glucosa.

Poco se conoce actualmente sobre el papel de 1la
insulina en la regulacién de la sintesis/degradacién de
la F-2,6-P=. Hasta el momento s6lo se han descrito
efectos claros de la hormona incrementando el contenido
en F-2,6-P=z en fibroblastos humanos cultivados (244> y en
situaciones de bajo contenido inicial, como iIn vivo en el
higado de animales diabéticos (78>, o en hepatocitos
aislados de ratas ayunadas o pretratadas con glucagén
(117>, sin que se halla demostrado claramente umn efecto
directo de la hormona o si su actuacién es secundaria a
un aumento en el contenido intracelular de hexosas—-6-P.

En nuestras condiciones de cultivo la activacién
de 1la glucolisis producida por 1la insulina, no se
corresponde con un incremento en el contenido
intracelular de F-2,6-P2, que a 24 horas de cultivo
resulté ser equivalente al del higado de animal
alimentado (78>, y permanecié en un nivel estable
independientemente de 1la presencia de insulina (Figura
19>, de modo semejante a 1lo descrito inicialmente en
(224). Estos resultados son semejantes a los publicados
recientemente por Probst y Unthan-Fechner (181) para
hepatocitos mantenidos en cultivo en presencia de
insulina 107°M y dexametasona 10~7M.

Estos mismos autores (181) han descrito un cierto
efecto de 1la hormona acelerando el incremento en el
contenido en F-2,6-P= (que ocurre espontidneamente en
ausencia de insulina) tras el cambio de medio, cuando los
hepatocitos presentan un bajo contenido inicial en el
metabolito. En este caso (181) el incremento en F-2,6-P=
resulté estar mediado por una activacién de la actividad
PFK 2. Sin embargo, la falta de datos referentes a 1la
actividad PFK 2 +total en este estudio, impide 1la
comparacisén del grado de activacién relativa del enzima
antes y después de la adicién de 1la hormona. En nuestras
condiciones de cultivo, la actividad PFK 2 total resultéd
ser semejante a la del hepatocito recién aislado,
encontradndose activada en un 86,7 * 7,4 a las 24 horas de
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cultivo. Ello, y la existencia de niveles estables de
F-2,6-P=z, sugieren que 1la activacién de la glucolisis
causada por la insulina en estas condicliones sea debida
a la accién directa de la hormona sobre 1la PK, tal como
se ha sugerido en trabajos previos (180) y hemos podido
comprobar en este estudio a 48 horas de cultivo, y/o via
indirecta a través del aumento en la concentracién de
otros activadores alostéricos de PFK 1 distintos de 1la
propia F-2,6-P= .

La incubacién con concentraciones muy elevadas de
insulina fué capaz de estimular la actividad glucolitica,
que se hizo unas 3 veces superior a la basal; pese a ello
concentraciones de 1la hormona muy superiores a la
fisiolégica (107 y 10— M) produjeron paradéjicamente
una disminucién de 1la concentracién intracelular de
F-2,6-P=, hecho de dificil explicacién y que escapa al
interés de este trabajo, dada su improbable significacién
fisiolégica. Si se tienen en cuenta los datos existentes
en relacién con el posible efecto de la insulina saobre la
F-2,6-P= en hepatocitos aislados y cultivados (117,181)
no parece probable que esta disminucién sea causada por
un efecto directo de la hormona sobre su sintesis o su
degradacién. No se puede descartar por otra parte, que la
causa de esta disminucién se encuentre en los posibles
contaminantes desconocidos de la preparacién comercial de
insulina, factores importantes cuando se emplean
concentraciones muy elevadas, y cuya 1identificacién es
siempre dificil.

No obstante, a pesar de la disminucién observada
en la concentracién intracelular de F-2,6-P= tras 1la
incubacién en presencia de insulina 10-7M, los
hepatocitos atn contienen un nivel suficiente de este
efector para sostener la elevada actividad glucolitica
que la hormona induce en estas mismas condiciones.

Los hepatocitos cultivados son pues capaces de
responder a corto plazo a la insulina, incrementando su
actividad glucolitica. Hasta el momento, 1la hormona
parece actuar a dos niveles diferentes, dependiendo del
contenido inicial de F-2,6-P= y muy probablemente del %
de PFK 2 que se encuentre en forma activada en el momento
de la exposicién a la hormona. En presencia de bajos
contenidos iniciales de F-2,6-P= y una actividad PFK 2
presumiblemente inactiva s la hormona actuaria
secuencialmente produciendo activacién de la PFK 2 y PK,
e incrementando rédpidamente el contenido en F-2,6-P=.

En presencia de concentraciones de F-2,6-P=
comparables a las del animal alimentado, y de la PFK 2
practicamente activada en su totalidad <(como en nuestro
caso), la insulina es también capaz de estimular
fuertemente la glucolisis en el hepatocito cultivada. En
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estas condiciones, la accién hormonal puede estar mediada
por la reactivacién de la PK, que se ha comprobado en
este estudio a 48 horas de cultivo (Tabla IX). La accién
de la insulina en 1la reactivacién de la PK ha sido
observada por otros autores i1incluso en ausencia de
glucagén (115) wvia un incremento en la actividad PK
fosfatasa (116), aunque es posible que este no sea el
unico punto de accidén de la hormona en la estimulacidén de
la glucolisis, pudiendo estar implicados otros enzimas de
la via, como son la PFK 1 o la GK.

2.2. Accion estimuladora de la glucosa.

El mecanismo de accién de la glucosa sobre la
glucolisis se considera (66) mediado por un incremento en
el contenido en F-2,6-P= secundario a un aumento en la
concentracién de F-6-P, sustrato y estimulador de 1la
actividad PFK 2 e inhibidor a su vez de la FBF 2. Sin
embargo, la actuacién real de la glucosa in vivo en el
hepatocito es objeto de controversia, dependiendo
fundamentalmente del estado metabdélico del animal <(105).
En el animal ayunado, el incremento en la concentracién
intracelular de F-6-P producido por la administracién de

glucosa, ocurre Gnicamente <cuando 1los depésitos de
glucégeno han sido practicamente recargados (104,168>; en
el animal alimentado, si se observa utilizacién

glucolitica de la glucosa tras una carga de azucar.

Este comportamiento del hepatocito iIin vivo, es
sin embargo dificil de reproducir en 1los sistemas
experimentales iIn vitro usuales, lo que se achaca
generalmente a la existencia de anoxia (higado
perfundido) o & una deficiente capacidad metabdélica
(hepatocito recién aislado) producida por las lesiones
ocasionadas en el proceso de aislamiento celular. En
estos modelos experimentales sélo ha sido observable la
utilizacién neta de glucosa con concentraciones externas
de glucosa ? 12 mM (60,233) superiores a la concentracién
fisiolégica en sangre portal (245).

Los datos obtenidos en este estudio sobre el
efecto de la glucosa en la estimulacién de la actividad
glucolitica en el hepatocito cultivado, en ausencia de
estimuilacién hormonal, mostraron resultados semejantes a
los descritos en el hepatocito aislado. La glucosa por si
sola produjo wuna estimulacién significativa de 1la
glucolisis para concentraciones superiores a 12 mM, que
se hizo muy elevada para concentraciones entre 30-50 mM.
La estimulacién de la glucolisis producida por la glucosa

- 193 -



estuvo mediada por un réapido incremento en el
contenido intracelular de F-2,6-P=2, que alcanzé un
valor maximo y estable a los 15 minutos de la adicién de
glucosa (30% superior al valor inicial>.

Mientras que la concentracién de glucosa capaz de
producir la mitad del efecto mAiximo sobre la produccién
de lactato se halla alrededor de 21 mM, la curva dosis-
respuesta a la glucosa para la concentracién intracelular
de F-2,6-P= mostré que en este caso la mitad del efecto
mAxXimo se alcanzé con glucosa aproximadamente 15 mM. El
sistema de la F-2,6-P= parece pues ser mAs sensible al
aumento de la concentracién externa de glucosa que la
propia glucolisis. La concentracién maxima alcanzada de
activador, se produce en estas condiciones con
concentraciones de glucosa que todavia no producen 1la
mAxima actividad glucolitica.

Es posible por otra parte, que la glucosa ejerza
su actuacién en la activacién de la glucolisis en puntos
distintos al propio incremento en F-2,6-P=. La saturacién
de la via puede estar mediada por el propio aporte de
sustrato <(dadas 1las propiedades de 1la GK), y por 1la
estimulacién producida sobre 1a PK por el acumulo
secuencial de metabolitos activadores (PEP, F-1,6-P=)
(66>. Por otra parte, Blair y col. (246> han descrito
recientemente en el hepatocito cultivado 1la primera
demostracién de lo que parece ser un efecto directo de la
glucosa en el control del estado de fosforilacién de 1la
PK. Segun estos autores, con la incubacién del hepatocito
frente a concentraciones fisiolégicas de glucosa, y en
ausencia de tratamiento hormonal, se observa un
incremento en la proporcién de enzima fosforilado
(inactivo), mientras que la elevacidén de la concentracién
extracelular de glucosa (28 mM) causa wuna répida
defosforilacién, y por tanto activacién, de la PK. Ambas
explicaciones son compatibles con el incremento en 1la
actividad glucolitica detectado en nuestras condiciones
de cultivo en el rango de concentraciones de glucosa
(20-50 mM) en las que no se observa incremento adicional
del contenido en F-2,6-P= (Figuras 17 y 19).

2.3. Acclioén estimuladora combinada de insulina y

glucosa sobre la glucolisis del hepatocito
cultivado.

El hepatocito en cultivo es capaz de responder
con un incremento en su actividad glucolitica, tanto por
accién hormonal como por un aumento en el aporte de
sustrato glucolitico, Seguidamente analizamos los
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resultados obtenidos al estudiar el efecto combinado de
ambos agentes.

Los datos obtenidos experimentalmente respecto a
la utilizacién de glucosa por el higado, In vivo e 1in
vitro (revisados en 56> son ambiguos y en general,
muestran la no utilizacién de la glucosa en
concentraciones inferiores a 15-20 mM, y una falta de
respuesta a la insulina en la activacién de 1la
glucolisis. Nuestros estudios de 1la accién de 1la
insulina sobre la glucolisis en el hepatocito cultivado
mostraron que la presencia de insulina sé6lo fué esencial
para estimular la wutilizacién de 1la glucosa en la
produccién de lactato en el rango de concentraciones ¢ 12
mM. Estos datos sugleren que la accién de la insulina en
la estimulacién de la glucolisis puede estar modulada por
la propia concentracién de glucosa, siendo este un factor
fundamental que puede explicar 1la falta de respuesta
hormonal y las discrepancias en los resultados descritos
en diversos estudios (56). La insulina parece ejercer
unicamente su accildén sobre la glucolisis en el rango de
concentraciones consideradas como fisiolégicas en la
sangre portal del animal, concentraciones que por si
solas no estimularon la actividad glucolitica del
hepatocito cultivado (Figuras 17 y 20).

Dada la dificultad en la determinacién de glucosa
portal, no existe acuerdo general entre 1los diversos
autores, aunque puede considerarse que se encuentra
oscilando entre 6-12 mM en funcidén del estado nutricional
y de la dieta (56,245) y rara vez alcanza concentraciones
superiores a 13 mM, incluso tras la administracién de una
gran carga de glucosa. En nuestro laboratorio, y con 1la
dieta regular utilizada en el mantenimiento de 1los
animales, se ha determinado un valor medio de glucosa
portal de 8 mM para el animal ayunado, y 10 mM tras 1la
realimentacién (ver Material y Métodos).

Con concentraciones inferiores a 8 mM, la
glucolisis basal fué minima, tanto en ausencia como en
presencia de insulina. Concentraciones de glucosa > 12 mM
son capaces de estimular activamente la glucolisis via
aumento en el contenido intracelular de F-2,6-P= (y
posible defosforilacién de la PK, 246) pero en este rango
la insulina fué incapaz de ejercer un efecto estimulador
adicional. Esta Gltima observacién es compatible con la
falta de respuesta hormonal encontrada en las
preparaciones de hepatocitos aislados (233,247). La
hormona produjo la mixima estimulacién de la glucolisis
para glucosa 10 mM.

La concentracién de glucosa externa fué también

capaz de modificar la sensibilidad de los hepatocitos a
la insulina, ésta vez en el rango de concentraciones
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fisiolégicas de la hormona y la hexosa. En presencia de
glucosa 10 mM la insulina estimulé significativamente la
glucolisis para concentraciones superiores a 107'' M
mientras que en presencia de concentraciones inferiores
de glucosa (8 mM), sélo fué posible detectar estimulacién
neta de 1la produccién de lactato con concentraciones
superiores a 10~ M, dificilmente alcanzables in vivo.

Podemos pues concluir que, a diferencia de otros
modelos experimentales in vitro, tras 24 horas de cultivo
los hepatocitos se encuentran en condiciones 6ptimas para
responder con una activa glucolisis a los mismos efecto-
res que modulan la produccién de lactato Iin vivo; tanto
la glucosa (Figura 17) como la insulina (Figuras 13 y 14O
son capaces de estimular la actividad glucolitica en un
amplio rango de concentraciones. Sin embargo, cuando se
intenta reproducir iIn vitro la situacién del hepatocito
en condiciones fisiolégicas, observamos que no sélo es
necesaria la asociacién de ambos agentes, sino que 1la
glucolislis s6lo es estimulada por insulina cuando la con-
centracién de glucosa se hace comparable a la portal del
animal alimentado (Figura 20). Este minimo efecto de 1la
insulina frente a bajas concentraciones de glucosa, se
observa incluso al elevar la concentracién de la hormona
(Figura 21> dentro del rango fisiolégicamente posible.

Estos resultados constituyen una de las
observaciones mAs 1importantes a destacar del estudio
realizado en este trabajo sobre la actividad glucolitica
del hepatocito en cultivo, y permiten seflalar finalmente
una gran similitud entre el comportamiento del hepatocito
cultivado frente a glucosa e insulina, en relacién con lo
que se acepta debe ocurrir en el hepatocito 1In vivo.
Cuando la concentracién de glucosa se eleva en sangre
portal (10-12 mM) tras la realimentacién, asociada a una
transitoria y rapida liberacién de insulina (168> hay un
aumento en la utilizacién hepatica de glucosa <{(que puede
ser por tanto glucolizada), mientras que con valores
menores de glucemia, la administracién de insulina en
.concentraciones fisiolégicas no podria nunca estimular la
actividad glucolitica.

La cantidad total de glucosa consumida por el
hepatocito al final del periodo completo de 24 horas es,
por otra parte, minima, y supone una disminucién
aproximada de la concentracién externa de glucosa en 1
mM. La acumulacién de lactato en el medio de cultivo cesa
alrededor de las 8 horas, acercédndose a una concentracién
estable de 1 mM, aunque ello no implique necesariamente
un cese en la actividad glucolitica. Es probable un
clerto reciclaje metabélico, dado que la concentracidén de
F-2,6-P=> disminuyé uGnicamente en un 25% en este periodo,
permaneciendo a niveles todavia éptimos para actuar sobre
la PFK 1.
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3. MANTENIMIENTO DE LA ACTIVIDAD GLUCOLf{TICA COMO FUNCION
DEL TIEMPO DE CULTIVO. EFECTO DE LA DEXAMETASONA.

La actividad glucolitica basal se mantuvo a
niveles comparables durante 48 horas de cultivo, para
después disminuir gradualmente hasta representar a 96
horas de cultivo un 67% del valor determinado a las 24
horas de cultivo (Figura 22). Estos resultados contrastan
con los obtenidos por otros autores (179,180,198), donde
la actividad. glucolitica aumenta progresivamente éen el
curso de tres dias de cultivo, como probable consecuencia
de un desplazamiento tempranc hacia patrones metabdélicos
propios del hepatocito fetal. Como veremos mas adelante,
en nuestras condiciones de cultivo este desplazamiento
ocurre, pero a partir del cuarto dia de cultivo.

La disminucién en la produccién de lactato con el
tiempo de cultivo va asociada a una disminucién paralela
de actividades enzimadticas clave de 1la glucolisis como
son, la PK y la PFK 2 (Tabla VIII y Figura 28).

La accién de la insulina scbre la PK ha sido
estudiada ampliamente (18,88,89) y recientemente Miyanaga
y col., (243> han descrito que su presencia en cultivo es
esencial para el mantenimiento de niveles normales de PK
en el hepatocito durante tiempos prolongados de cultivo.
Nuestros resultados, por el contrario, mostraron una
disminucién gradual de 1la actividad PK incluso en
presencia de la hormona. Esta disminucién fué mis acusada
durante los 4-5 dias iniciales de cultivo, de modo que al
cuarto dia encontramos una actividad equivalente al 50%
de 1la inicial PK, que 1llegdé a representar el 10% al
séptimo dia de cultivo.

Es evidente que las condicicnes de cultivo juegan
un papel fundamental en el mantenimiento de las funciones
celulares in vitro. Cabe destacar que los autores antes
citados (243> utilizaron concentraciones muy elevadas de
insulina en sus experimentos (107 M), muy alejadas del
rango fisiolégico, ademids de mantener los hepatocitos en
cultivo en medio suplementado con un 10% de SBF. Nuestros
resultados mostraron que en presencia de una
concentracion mias fisioldégica de la hormona (1072 M) no
ce evité la temprana caida de la actividad PK en funcién
del tiempo de cultivo.

Resultados semejantes se encontraron en relacién
a la actividad PFK 2, gue disminuyé incluso més
acusadamente que la PK, hasta alcanzar a las 96 horas de
cultivo una actividad especifica equivalente al 16% de la
inicial, determinada a las 24 horas de cultivo. Hasta el
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momento ésta es la primera evidencia de la evolucién de
este enzima en cultivo, por lo que se hace imposible 1la
comparacién con datos obtenidos en otros sistemas de
hepatocitos cultivados.

La disminucién de 1la actividad PFK 2, vino
acompafiada de una disminucién progresiva del contenido
intracelular de F-2,6-P=, en porcentajes no obstante
inferiores a 1los observados respecto a 1la actividad
enzimAdtica <(Tabla X). Cabe seflalar que 1la actividad PFK
2, aunque disminuyod progresivamente, resulté estar
activada préacticamente en su totalidad en todas 1las
condiciones ensayadas. Sélo a 48 horas de cultivo se
detectdé una ligera disminucién de la proporcién de 1la
forma activa del enzima, que representé no obstante el
78% de la actividad total.

La disminucién de 1la actividad glucolitica en
funcién del tiempo de cultivo estad indudablemente
relacionada con la pérdida progresiva del equipamiento
enzimAtico del hepatocito, sin embargo es notable que la
velocidad de produccién de lactato decaiga mas lentamente
que las actividades PK y PFK 2, y que el contenido
intracelular en F-2,6-P=. Hay que tener en cuenta que la
actividad glucolitica se ha evaluado en condiciones de
actividad metabélica minima (basal). Dado que en la
célula estos enzimas funcionan a menor actividad que 1la
valorada como actividad méxima, aunque ésta actividad
maxima disminuya con los dias de cultivo cabe esperar que
en las condiciones intracelulares las actividades PK y
PFK 2 sean suficientes para sostener la glucolisis basal
valorada, e incluso la actividad glucolitica estimulada
por insulina. Tanto es asi, que la estimulacién de 1la
glucolisis mediada por insulina se mantuvo durante 48
horas en idéntico porcentaje, a pesar de la disminucién
en la actividad PK (alrededor de un 25%), para después
disminuir sensiblemente a 72 horas de cultivo. La hormona
ya no estimulé la glucolisis, de forma detectable, a las
96 horas de cultivo (Figura 23).

El efecto de los glucocorticoides sobre el
mantenimiento prolongado del hepatocito en cultivo ha
sido ampliamente estudiado, y en general se considera que
la complementacién del medio de cultivo con dexametasona
es esencial para aumentar la supervivencia del hepatocito
cultivado (8,49). Respecto a la actividad glucolitica, la
presencia de dexametasona no influyd de modo
significativo en el mantenimiento de la actividad PFK 2
y, como consecuencia de ello, los niveles intracelulares
de F-2,6-P2 tampoco se vieron modificados (Figuras 24 y
28), si bien 1las células tratadas con la hormona
mostraron una mayor actividad glucolitica basal (Figura
22), y a largo plazo la dexametasona actud prolongando
el mantenimiento de una mayor actividad PK (Tabla VIII).
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En las células mantenidas en presencia de
dexametasona 10~7M durante las 24 horas anteriores al
ensayo, se observé un incremento significativo de la
actividad glucolitica basal gque resulté um 37% superior a
la determinada en los controles no tratados con el
glucocorticoide. Esta mayor actividad glucolitica fué
detectable incluso a 1las 96 horas de cultivo (72 de
tratamiento con dexametasona), donde se encontrdé una
actividad glucolitica un 16% superior a la determinada en
los cultivos mantenidos en ausencia de dexametasona.

Cuando estudiamos la influencia de la
-dexametasona sobre la actividad PFK 2y el contenido en
F-2,6-P= encontramos que el mantenimiento en cultivo de
ambos no fué afectado significativamente por la presencia
continuada de la hormona. No ocurrié lo mismo en el caso
de la PK, donde a partir de tercer dia de cultivo 1la
actividad del enzima en las células tratadas con
dexametasona fué siempre superior a la determinada en los
hepatocitos control mantenidos en ausencia del
glucorticoide.

Asi como no conocemos datos publicados referentes
al efecto de la dexametasona en el mantenimiento de la
actividad PFK 2 y la F-2,6-Pz, si existen referencias en
cuanto a la accién del corticoide sobre la PK, aunque en
este caso los datos no son del todo coincidentes. Se ha
descrito un efecto de 1la dexametasona disminuyendo 1los
niveles de PK en higado de conejo in vivo (248), mientras
que en el hepatocito cultivado la dexametasona parece
ejercer un importante papel en el mantenimiento de

niveles estables de actividad PK (185,243) en accioéon
cooperativa con la insulina.

En nuestro caso, con condiciones de cultivo
sustancialmente distintas, la dexametasona no fué capaz
de evitar la progresiva disminucién de actividad PK en
funcién del tiempo de cultivo, si bien su presencia
produjo un retraso considerable en esta caida si se
compara con las células mantenidas en su ausencia. En los
experimentos descritos (185, 243> no obstante, la
concentracién de dexametasona empleada (107 M) es un
orden de magnitud superior a la nuestra, y claramente
suprafisiolégica. Hay que destacar ademds que dichos
autores emplearon medio de cultivo complementado con SBF
durante el periodo completo de ensayo. En nuestras
condiciones de cultivo la complementacidén del medio con
dexametasona 10—7M fué importante para un mejor
mantenimiento de la actividad PK en funcién del tiempo de
cultivo, pero resultsd esencial para la expresién
prolongada del patrén isoenzimAtico de la PK propio de la
célula hepatica adulta, como mis adelante comentaremos.
Estos resultados fueron coincidentes con los obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio en hepatocitos
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mantenidos en cultivo en presencia continuada de SBF
(28>, tanto en 1lo que se refiere a la accién de la
dexametasona en el mantenimiento de 1la actividad PK,
como en su accién el la preservacién del estado de
diferenciacién celular en cultivo.

Por otra parte resulta sorprendente que las
células mantenidas en presencia de dexametasona muestren
una menor capacidad de respuesta a la estimulacién de 1la
glucolisis por insulina. Estos resultados contrastan con
los descritos por Probst y col. (180>, donde la
presencia de dexametasona fué necesaria para que los
hepatocitos cultivados manifestaran respuesta a corto
plazo a la insulina en la activacidén de la produccién de
lactato.

Por otra parte, y en un rango de concentraciones
comparables a las aqui utilizadas, los mismos autores han
descrito (180> que la dexametasona producia una
disminucién significativa de 1la actividad glucolitica
basal. Sin embargo debemos sefialar que en dichos
estudios, y a tiempo muy temprano de cultivo, fué
detectable un progresivo aumento de la actividad
glucclitica’ basal en condiciones control de cultivo
(ausencia de dexametasona). Las discrepancias en relacién
con los resultados encontrados en nuestras condiciones de
cultivo podrian ser explicadas por una temprana
desdiferenciacién del hepatocito cultivado en las
condiciones de estos autores, en cuyo caso la
dexametasona podria actuar produciendo un retraso
significativo en este proceso (disminuyendo por tanto la
actividad glucolitica basal) y manteniendo durante 3 dias
de cultivo la capacidad de respuesta a la insulina.

En nuestras condiciones: basales de cultivo, a

tercer y cuarto dia, todavia no es detectable el
incremento en la actividad glucolitica que se asocia al
patrén metabdlico propio del hepatocito fetal. La

velocidad de produccién de lactato en todas 1las
condiciones y los tiempos ensayados, fué semejante e
incluso superior en la serie pretratada con dexametasona
(Tabla VI>. El menor grado de estimulacién de la
glucolisis por accién de la insulina obtenido en esta
misma serie es debido probablemente a que la actividad
glucolitica basal se halla ya sustancialmente elevada si
e compara con las células control, hecho que requiere
estudios adicionales.

Como hemos visto, la presencia de dexametasona
como componente del medio de cultivo no modifica ni la
actividad PFK 2 ni los niveles intracelulares de
F-2,6-P>, por lo que no parece prabable que el incremento
encontrado en la actividad glucolitica basal pueda ser
debido a un aumento en el flujo a través de la PFK 1. Por
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otra parte, aunque la dexametasona juega un papel
importante en el mantenimiento a largo plazo de 1la
actividad PK, la mayor actividad glucolitica basal
observada a 48 horas de cultivo en 1las células
pretratadas 24 horas con dexametasona 10~7M no puede
atribuirse en principio a este factor. Estas
consideraciones. sugirieron 1la posibilidad de que en
presencia del glucocorticoide, y en nuestras condiciones
de cultivo, el porcentaje de PK en forma activa fuera
mayor que el existente en condiciones control.

La investigacién del grado de activacién de la PK
a 48 horas de cultivo mostré que en condiciones control,
la relacién v/Vaaxx se halla bastante disminuida (0,22 =
0,01> correspondiendo a un porcentaje de PK en forma
activa que podemos estimar cercano al 30% de la actividad
PK total presente en el hepatocito. En estas mismas

condiciones, el pretratamiento durante 24 horas con
dexametasona 10~”M no alterdé todavia la actividad PK
total, pero produjo efectivamente un incremento

significativo en 1la proporcién del enzima en forma
activa, reflejado en una elevacién de la relacidn v/Vmax
(0,28 = 0,01)>, que puede corresponder a un porcentaje
aproximado de PK activa de alrededor del 50% de 1la
actividad total (Tabla IXO. Esta elevacién en la

proporcién de PK en forma activa, provocada por 1la
presencia prolongada del glucocorticoide en el medio de
cultivo, parece ser estable e independiente de 1la

posterior capacidad de la insulina para producir
activacién adicional de la PK. La existencia de una mayor
actividad glucolitica basal en las células tratadas con
dexametasona, puede por tanto estar relacionada en parte
con el aumento en la cantidad de PK en forma activa
observado en estas condiciones, sin descartar no obstante
otros posibles puntos de actuacién del corticoide.

Los indicios encontrados en la bibliografia sobre
una accién directa de los glucocorticoides en la
activacién de la PK, son contradictorios. Se ha descrito
que la administraciém prolongada de glucocorticoides a
hepatocitos cultivados (249) disminuye la posibilidad de
fosforilacién in vitro de la PK tipo L por la protein
kinasa dependiente de c—-AMP, mientras que mas
recientemente estos mismos autores (246> no han podido
demostrar, en el mismo sistema experimental, diferencias
en el grado de fosforilacién de 1la PK (tanto en 1la
relacién v/Vmax, como en el estudio del estado de
fosforilacién de las subunidades de la PK) tras 24 horas
de tratamiento con dexametasona 10~M, achacando las
anteriores observaciones a efectos provocados por 1la
alteracién en 1la concentracién de glucosa o a la
utilizacién de etanol como solvente de la hormona.
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Estos mismos argumentos apoyan la importancia de
las condiciones experimentales empleadas en la incubacién
a la hora de comparar resultados obtenidos en estudios
diferentes. Cabe seflalar que Blair y col. (246> han
mostrado la falta de efecto de la dexametasona en el
estado de activacién de la PK en hepatocitos mantenidos
en cultivo durante 48 horas en ausencia de insulina vy
frente a glucosa 5 mM. En nuestras condiciones, 1la
preincubacién de los hepatocitos se ha realizado en medio
de cultivo conteniendo glucosa 10 mM e insulina 107=HN,
factores que pueden estar de alguna manera relacionados
con las discrepancias observadas.

Por otra parte, el incremento de la actividad
glucolitica basal observado en las células mantenidas en
presencia de dexametasona puede no ser debido
exclusivamente a la mayor activacién de la PK. No debe
por tanto descartarse la posibilidad de que la hormona
pueda influir a otros niveles, distintos a la PK, en 1la
via glucolitica tales como la propia GK, cuyo aumento se
ha comprobado en cultivo en presencia de glucocorticoides
(182,250>.

4. EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN EL MARTENIMIENTO DEL
PATRON ISOENZIMATICO DE LA PIRUVATO KIRASA EN CULTIVO.

El higado contiene aproximadamente un ©80% de
actividad PK L asociada a pequefias cantidades del
isoenzima PK M=z=. En hepatomas, higado regenerante y
lineas celulares establecidas derivadas de higado, el
isoenzima L desaparece y es sustituido por 1la PK M=
(216).

Con la adaptacién del hepatocito a las
condiciones de cultivo, se ha descrito una pérdida
progresiva de actividades metabélicas especificas

hepaticas, acompafiada de la expresién de caracteristicas
fenotipicas fetales (18,28,251,252). Entre estas se
considera a la PK como un fuerte marcador del proceso de
desdiferenciacién celular en cultivo (253). Algunos
autores (254,255) han sugerido que el iscenzima M=
aparece unicamente en células hepaticas no parenquimales,
mientras que el hepatocito contendria exclusivamente
actividad PK <tipo L. Otros autores difieren de esta
opinién (18,28, e incluso se ha detectado
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inmunocitoquimicamente la presencia de PK Mz en
hepatocitos de pollo (256) y de rata (257).

De acuerdo con anteriores estudios (18, 28>
nuestros resultados mostraron que los hepatocitos
contienen el isoenzima M= en pequefia proporcién desde el
inicio del cultivo. Cuando los hepatocitos se mantienen
durante 3-4 dias en cultivo libre de suero, la
distribucién de isocenzimas es semejante a la inicial de
la suspensién, en contraste con los resultados de Walker
y col. (258) donde el isocenzima M= era el AGnico
sintetizado en cultivo. Por otra parte, estos resultados
son senmejantes a los descritos anteriormente para los
hepatocitos cultivados en presencia de SBF (18,28>.

Con el mantenimiento prolongado en cultivo,
existe un claro desplazamiento hacia el patrén
isocenzimatico propio del hepatocito fetal, de modo que el
isoenzima M= se convierte en mayoritario a séptimo dia de
cultivo. La posibilidad de que este cambio sea debido a
la contribuciénm por 1la proliferacién de otros tipos
celulares no es adecuada si se tiene en cuenta que el
inéculo 1inicial se compone casi exclusivamente de
hepatocitos (menos del 1% de células se estiman como no
parenquimales (2)) y que la ausencia de suero asegura en
gran medida la no proliferacién de estas células no

parenquimales (232). Esto puede constatarse facilmente
con la observacién microscépica de la célula cultivada,
asi como con la inmunodeteccién de proteinas

caracteristicas del hepatocito, tales como la albimina.

La presencia simulténea de insulina v

dexametasona en el medio de cultivo, fué capaz de
mantener la distribucién isoenzimhtica de la PK tipica

del hepatocito adulto, durante al menos 6-7 dias de
cultivo.

En contraste, 1los resultados de Guguen y col.
(18> indicaron que 1la hidrocortisona fué incapaz de
evitar la pérdida progresiva de PK L y la simultéanea
expresién de la PK Mz observada en los cultivos control.
Estas discrepancias podrian estar relacionadas con el
hecho de que la insulina no fué incluida como componente
del medio de cultivo empleado en este estudio, dado el
importante papel demostrado para esta hormona, en accién
sinérgica con los glucocorticoides, sobre el
mantenimiento de la PK en cultivo (185).

En nuestras condiciones la dexametasona bloqued
la expresidén de la PK M= de forma tan efectiva como ya se
habia observado en este laboratorioco en hepatocitos
cultivados en medio complementado con suero bovino fetal
(28). No podemos, por otra parte, comentar la influencia
que este desplazamiento en el patrén isocenzimAtico de 1la
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PK puede tener en la actividad glucolitica del hepatocito
en cultivo, ya que el proceso de desdiferenciacién
(respecto a 1la actividad PK) se inicia en periodos
avanzados de cultivo, donde no fueron evaluadas en ningun
caso actividades metabdlicas. Por la misma razdédn, 1la
alteracién en el patrén isoenzimadtico hacia aquel propio
del hepatocito fetal, PK M= con caracteristicas
reguladoras diferentes a las de l1a PK L €80,87), no
parece ser tampoco responsable de la diferente actividad
glucolitica encontrada entre el cultivo mantenido en
condiciones control y el suplementado con dexametasona.

La pérdida de actividad glucolitica, junto con la
desaparicién de la respuesta hormonal y el inicio del
desplazamiento hacia el ©patrén isoenzimatico fetal
sugieren que en nuestras condiciones de cultivo 1la
desdiferenciacién del hepatocito en cuanto a su actividad
glucolitica, no ocurre hasta pasado el cuarto dia de
cultivo en condiciones control.

Los resultados mostrados apoyan la importancia de
las condiciones experimentales en el mantenimiento de la
funcionalidad adulta de la célula cultivada. Asi mismo
apoyan la conclusién de que los glucocorticoides juegan
un importante papel en el control del estado diferenciado
del hepatocito mantenido en cultivo primario.
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PARTE 3 :

GLUCONEOGENESIS



RESUL TADOS



3.1. ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA DEL HEPATOCITO TRAS 24
HORAS DE CULTIVO.

Inicialmente determinamos la actividad gluconeo-
génica del hepatocito tras 24 horas de cultivo, medida
como su capacidad de producir y liberar glucosa al medio
a partir de diferentes precursores capaces de ingresar en

la wvia gluconeogénica a . diferentes niveles.. Estos
estudios se encaminaron a determinar 1la actividad
gluconeogénica Dbasal (no estimulada), asi como 1la

‘capacidad de respuesta del hepatocito cultivado a 1la
estimulacién de la gluconeogénesis por glucagédn.

3.1.1. Actividad gluconeogénica basal.

3.1.1.1. Capacidad del hepatocito cultivado para

sintetizar glucosa a partir de distintos

precursaoares.

En la primera parte del estudio se determiné la
actividad gluconeogénica basal del hepatocito cultivado,
en ausencia de estimulacién hormonal previa, tal como se
describe en Material y Métodos.

Intentamos alcanzar la saturacién de la via con
concentraciones elevadas de sustratos (10 mM lactato,

piruvato, glicerol y fructosa), en ausencia total de
glucosa y de cualquier otro sustrato metabélico
alternativo, a excepcién del propio precursor

gluconeogénico. La incubacién de los hepatocitos en una
solucion salina requiere un control estricto de 1la
viabilidad celular durante el ensayo, que se ha llevado a
cabo en este caso medilante la valoracién simulténea de la
actividad glucolitica celular.

La glucosa liberada al medio de ensayo en las
condiciones descritas, proviene esencialmente del
sustrato transformado y de la glucogenolisis, que tiene
lugar simulténeamente en las células. La incubacién de
los hepatocitos en una solucién salina exenta de glucosa
y de cualquier otro sustrato, conlleva una répida
liberacién de glucosa al medio (Figura 29A) que proviene
en este caso casi exclusivamente del glucégeno, degradado
mAs rapidamente en el primer periodo de incubacién.
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) 29,- LIBERACION DE 6LUCOSA Y LACTATO AL HEDIO, DURANTE LA
INCUBACION EN SOLUCION SALINA, A las 24 horas de cultivo, los hepatocitos se
incubaron durante 120 Minutos en solucién salina de Krebs-Ringer exenta de glucosa y
de cualquier otro sustrato, A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, en las que
se determind la glucosa (A) y el lactato (B) liberados al medio, Los datos (nmol/mg)
se expresan como la media i D,S, de 6 placas de cultivo,

Simultdneamente las células van despegandose del
soporte y su actividad funcional va siendo menor, como se
deduce de 1la caida observada en la actividad glucolitica
(Figura 29B) . El1 mantenimiento de 1las células en estas

condiciones de incubacién, depende fundamentalmente del
contenido inicial de glucégeno, y en general no es
posible mantener 1los hepatocitos viables y funcionales

por periodos superiores a los 30-60 minutos, en ausencia
de sustratos energéticos.

No ocurre lo mismo cuando el ensayo se realiza en
presencia de los distintos precursores utilizados. En
este caso, la produccién de glucosa por gluconeogénesis
supera con creces a la liberadaa partir de glucégeno,
manteniéndose tasas lineales de produccién durante el
periodo completo de ensayo.

La Figura 30 muestra la glucosa liberada al medio
de incubacién a partir de los distintos precursores
gluconeogénicos ensayados, en funcién del tiempo,
expresada como nmol glucosa/mg.
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Figura 30,- PRODUCCION DE 6LUCOSA POR LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS A PARTIR
DE DIFERENTES PRECURSORES, CONO FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION, La determinacién de
Ja actividad gluconeogénica se realizéo tal como se describe en Material y Métodos,
incubando los hepatocitos, tras 24 horas de cultivo en condiciones estindar, en
presencia de los distintos precursores a concentracion 10 mM y en ausencia de
hormonas, Los datos representan el valor medio i D,S, del valor determinado por
duplicado en alicutas tomadas de 3 placas correspondientes a cada variable,

La Tabla XI muestra la velocidad de liberacién de
glucosa al medio, expresada como nmol/mg/min, obtenida a

partir de precursores que ingresan en la via
gluconeogénica a niveles pre- y post-mitoncondrial. Las
velocidades en todos los casos son elevadas, con
secuencias de mayor a menor produccidén que son

comparables a las descritas por distintos autores en el
hepatocito, aislado de rata ayunada <10,259-261).

Cabe destacar 1la elevada produccién de glucosa
obtenida a partir de glicerol (3,58 * 0,50 nmol/mg/rain) y
sobre todo de fructosa (5,55 = 0,29 nmol/mg/min), de modo
lineal durante al menos las 2 horas ensayadas.

También la actividad glucolitica celular ha sido
valorada en este caso, como parametro indicador de
viabilidad celular durante el ensayo. Como muestra la
Tabla XI, 1la liberacién de lactato al medio se produjo
también de forma lineal en todos los casos, asegurando 1la
buena funcionalidad metabdlica celular en la incubacién.

Cabe destacar que 1la velocidad de glucolisis a
partir de piruvato y glicerol 10 mM, fué notablemente
inferior a 1la obtenida a partir de glucosa 10 mM en
condiciones idénticas de ensayo (2,60 * 0,11 nmol/mg/min;
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p<0,01 % p<0,001 para piruvato 3% glicerol
respectivamente) .

Tabla XI,
PRODUCCION DE GLUCOSA Y LACTATO A PARTIR DE SUSTRATOS 6LUCONEOGENICOS

SUSTRATO GLUCOSA LACTATO

(10 mil) (nraol/mg/min) (r) (nmol/mg/min) (r)
LACTATO 1,46 10,14  (.999)

PIRUVATO 1,97 £ 0,10  (.999) 1,28 i 0,41 (,999)
GLICEROL 3,58 £0,50 (.999) 1,46 t 0,13 (.999)
FRUCTOSA 5,55 i 9 (.999) 9,27 i 0,40 (.999)

Las células se Incubaron frente a Jos distintos precursores (ver Material
y Métodos) y se determiné la velocidad de liberacién de glucosa y lactato
al medio, Los resultados se expresan como la pendiente media i D,S, de 6
placas correspondientes a dos experimentos representativos, con el corres-
pondiente coeficiente de correlacién,

S6lo en el caso de 1la fructosa se observd una
acumulacidn de lactato en el medio de incubacién,
notablemente superior a la obtenida a partir de glucosa
en idénticas condiciones de ensayo (entre 9-10
nmol/mg/min dependiendo del cultivo; p<0,001>.

El wvalor inicial de actividad gluconeogénica
obtenido a 24 horas de cultivo, puede no obstante variar
en funcidén del propio cultivo considerado. E1 contenido
inicial de glucdgeno va a condicionar en cierta medida la
capacidad gluconeogénica de los hepatocitos, vya que su
degradacidén podria contribuir a la glucosa total liberada
por la célula hepéatica al medio de ensayo.

La contribucidén del glucdgeno a la glucosa
liberada durante el ensayo de gluconeogénesis se estimd
mediante la medida de la wvariacidén del <contenido
intracelular de glucdédgeno en los hepatocitos antes vy
después de la incubacidén en presencia de los diferentes
precursores. La Figura 31 representa la cantidad total de
glucosa liberada al medio al final del periodo completo
de incubacidén (nmol/rag/2 horas) y la variacidén encontrada
en el contenido intracelular de glucbdgeno durante este
mismo periodo.

Cabe destacar que la contribucidédn del glucdbgeno a

la glucosa total liberada, maxima en ausencia de
precursores, dependidé del propio precursor considerado
siendo Siempre minima en las placas incubadas en

presencia de fructosa. La cantidad de glucdédgeno degradado
(nmol equiv. de glucosa/mg) fué también variable de unos
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cultivos a otros, dependiendo fundamentalmente de su
contenido inicial en el polisacarido. Este oscildé en los
diferentes cultivos entre los 50 y los 200 nmol
glucosa/mg, valores comparables a los encontrados en el
higado de animales ayunados (262) . Para el experimento
descrito en 1la Figura 31, el glucdgeno contribuyd en un
10% a la glucosa total liberada en presencia de lactato,
y en un 3% aproximadamente en presencia de piruvato.

(ZI PRODUCCION TOTAL

600 CONTRIBUCION POR
GLUCOGENOLISIS

400

200

CONTROL LACTATO PIRUVATO CLICERCL FRJCTOSA

SINTESIS NETA

(nmol/mg/min)

Figura 31,- CONTRIBUCION RELATIVA DEL GLUCOGENO A LA GLUCOSA PRODUCIDA
POR LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS, EN FUNCION DEL PRECURSOR CONSIDERADO, En las mismas
condiciones de incubacién descritas en la Figura 30, se determiné la variacién del
contenido intracelular de glucégeno y la producciéon total de glucosa durante el
periodo completo de ensayo, La glucosa total liberada se ha representado como barra
clara; sobre ella y sombreada de negro, representamos la variacién neta del contenido
en glucégeno encontrada con cada precursor ensayado (valor positivo = glucégeno
degradado; valor negativo - glucégeno sintetizado durante la incubacién), Al pie de
la figura indicamos las velocidades '"netas” de gluconeogénesis, corregidas en cada
caso de la contribucién del polisacarido,

Es interesante el hecho de que, dependiendo
individualemente del cultivo, en las células mantenidas
en presencia de fructosa, ademéds de producirse las

cantidades méds elevadas de glucosa podemos encontrar
simultaneamente un incremento neto en el contenido
intracelular de glucbdégeno durante el tiempo de ensayo. El
origen de esta glucosa almacenada como glucdgeno, es
indudablemente gluconeogénico. De esta manera, podemos
considerar la actividad gluconeogénica "neta" del
hepatocito cultivado como la glucosa liberada al medio de
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cultivo corregida de la contribucién debida a
glucogenolisis o de la glucosa que derivé hacia sintesis
de glucégeno, obtenlendo asi las velocidades "netas" que
se indican al pile de la Figura 31.

3.1.1.2. Efecto de los sustratos gluconeogénicos

sobre el contenido intracelular

de fructosa 2,6-bifosfato.

Tal como se ha descrito en el apartado 2.2.1.,
tras 24 horas de cultivo los hepatocitos contienen un
nivel intracelular de F-2,6-P= semejante al del animal
alimentado. La elevada capacidad gluconeogénica observada
en los hepatocitos tras 24 horas de cultivo, no parecié
en principio compatible con concentraciones intracelula-
res elevadas del metabolito activador de la glucolisis.
Dado que el ensayo en este caso se realiza en ausencia de
glucagén, estudiamos el posible papel de los propios
precursores gluconeogénicos sobre el contenido
intracelular de F-2,6-P= de los hepatocitos cultivados.

Tras 24 horas de cultivo en condiciones estandar,
los hepatocitos se incubaron en condiciones idénticas a
las empleadas en el ensayo de la actividad
gluconeogénica, es decir, en solucién salina de Krebs-—
Ringer exenta de glucosa y en presencia de wuna
concentracién 10 mM de los diferentes precursores como
anico sustrato. Tras 60 minutos de incubacién,
determinamos el contenido intracelular de F-2,6-P=, que
se compara en 1la Figura 32 con el contenido del
metabolito al inicio del emsayo.

Como cabia esperar, la incubacién de los
hepatocitos en solucién salina exenta de glucosa y de
cualquier otro precursor gluconeogénico, disminuyé

significativamente el contenido intracelular de F-2,6-P=,
hasta un valor equivalente al 60% del contenido valorado
al 1inicio del ensayo (24,16 *= 0,87 pmol/mg a los 60
minutos de incubacién frente a los 40,94 = 0,76 pmol/mng
iniciales; p<0,001>.

Por otra parte, la presencia de lactato, piruvato
0 glicerocl 10 mM en el medio de incubacidén causé una
drastica disminucién adicional en el contenido del
metabolito, hasta valores equivalentes aproximadamente al
30, 25 y 25% del contenido inicial respectivamente. Este
descenso en la concentracién intracelular de F-2,6-P= en
presencia de los precursores gluconeogénicos citados, fué
significativamente superior al encontrado tras la
eliminacién de 1la glucosa del medio de incubacién, vy
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habla en favor de un efecto directo de 1los propios
precursores sobre la sintesis/degradacidén del metabolito.

Contenido
inicial

Control Lact. Piruv. Glic. Fruct.

Figura 32.- EFECTO DE LOS PRECURSORES 6LUCONE06;NICOS SOBRE EL CONTENIDO
INTRACELULAR EN FRUCTOSA 2,6-BIFOSFATO, El contenido en F-2,6-Pz se determiné antes y
60 minutos después de Ja incubacién de ios hepatocitos cultivados en Jas condiciones
descritas para el ensayo de actividad gluconeogénica, en presencia y ausencia de
sustratos, Los datos representan el valor medio i D.S, del contenido determinado en 4
placas correspondientes a un mismo cultivo, $%% (p<0,001) indica diferencias
significativas respecto al contenido determinado en la incubacién control en ausencia
de glucosa y precursores gluconeogénicos, lLa trama superior corresponde a la media i
D,S, del contenido inicial,

La incubacién en presencia de fructosa 10 nM
produjo sin embargo el efecto contrario. Como muestra la
Figura 32, tras 60 minutos de incubacién con fructosa
como unico sustrato, las células contenian un nivel de
F-2 .6-P2 muy superior al encontrado en cualguiera de las
otras situaciones, equivalente aproximadamente al 90% del
contenido en la monocapa antes del inicio del ensayo.

3.1.1.3. Curva dosis/respuesta de la actividad

gluconeogénica a los diferentes

precursores.

Para determinar si la gluconeogénesis en el
hepatocito cultivado es o no directamente dependiente de
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la concentracién exégena de sustrato, realizamos curvas
dosis/respuesta a los diferentes precursores, valorando
1la velocidad de produccién de glucosa frente a
concentraciones de sustrato comprendidas entre 2 y 10 mM.
Paralelamente valoramos en cada caso la variacién en el
contenido intracelular de glucégeno.

a) Lactato.

La Tabla XII muestra la velocidad de 1liberacién
de glucosa al medio y la cantidad de glucégeno degradado
en los 120 minutos de incubacién en ©presencia de
concentraciones variables de 1lactato. Tal como muestran
los resultados, la maxima velocidad de 1liberacién de
glucosa al medio se alcanzé con lactato 5 mM (2,14 + 0,19
nmol/mg/min, frente a 1,78 * 0,05 nmol/mg/min obtenida a
partir de lactato 2 mM; p<0,05).

Tabla XII.
ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA A PARTIR DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE LACTATO

LACTATO GLUCOSA LIBERADA GLUCOGENO DEGRADADO
(mM) (nmol/mg/min) (r) (nmol glucosa/mg/2 horas)
2 1,78 £ 0,05 (.999) 58,2 16,9
5 2,14 £ 0,19 *  (.999) 52,71 1,2
8 2,29 £ 0,24 * (.999) 19,6 12,0
10 2,03 £ 0,10 * (.999) 17,8 1 1,4 *

El ensayo se realizé a las 24 horas de cultivo (ver Material y Métodos)
incubando las células frente a concentraciones variables del precursor, La
glucosa liberada al medio representa la pendiente de la recta obtenida, El
glucogeno degradado representa la diferencia en el contenido antes y des-
pués del ensayo, Los datos se expresan como la media ; D,S, de 4 placas de
un experimento representativo, <% p<0,05 respecto a los valores obtenidos
frente a 2 mMlactato),

Al incrementar la concentracién de lactato hasta
10 mM, no encontramos ya incremento significativo en 1la
velocidad de liberacién de glucosa al medio. Sin embargo,
el glucégeno degradado simultaneamente durante la
incubacién va siendo menor conforme aumenta la
concentracién exdégena del precursor, hasta alcanzar un
valor minimo de 17,8 * 1,4 nmol glucosa/mg en presencia
de lactato 10 mM.
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b) Piruvato.

Cuando 1los hepatocitos se incubaron en presencia
de cantidades variables de piruvato, encontramos una
relacién directa entre 1la concentracién de precursor
utilizada y 1la velocidad de gluconeogénesis. La Tabla
XIIT muestra 1la velocidad de 1liberacién de glucosa al
medio y la cantidad de glucégeno degradado durante 1los
120 minutos de incubacién.

) Tabla XIII,
ACTIVIDAD 6LUCONEDGENICA A PARTIR DE QONCENIRACTONES VARIABIES DE PIRIVATO

PIRUVATO GLUCOSA LIBERADA GLUCOGENO OEGRADA(O
(mM) (nmol/mg/min) (p) (nmol glucosa/mg/2 horas)
2 0,98 1 0,06 (.997) 88,9 i 2,7
5 0,94 i 0,06 (.999) 85,5 i5,6
8 1,13 1 0,03 *  (.999) 82,5 i4,9
10 1,30 £ 0,06 ** (.996) 80,7 i 3,7 *

El ensayo se realizd a las 24 haras de cultivo (ver Material y Métodos)
incdbandd las cédlulas frente a aoncentracianes variables del preamsor, Ia
glucsa liberadh al medio representa la perdiente de la recta acbtenida, El
glucégeno degradadb representa la diferencia en el contenido antes y des-
pués del ersayo, Los datos se exresan aamo lamedia i DS, de 4 placas de
N experimento representativo, (¢ p<RE05 y t p<0,0/ respecto a los valo-
res abtenidos frente a 2 »Mpiruvato) ,

Tal como muestran los resultados, se observdé un
aumento paulatino de la liberacién de glucosa al medio en
funcién de 1la concentracién de piruvato empleada. La
contribucién del glucégeno degradado fué también
ligeramente menor al aumentar la concentracién exdégena
del precursor, aunque sbélo significativamente distinta en
presencia de piruvato 10 mM. La mayor cantidad de
glucégeno degradado durante el ensayo en este caso , se
debié al mayor contenido inicial de los hepatocitos en
este experimento concreto.

c) Glicerol.

La incubacién de 1los hepatocitos con cantidades
crecientes de glicerol ©produjo, paradéjicamente, una
disminucién significativa en la actividad gluconeogénica
al alcanzar concentraciones de 8 y 10 mM. La Tabla XIV
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muestra tanto la velocidad de 1liberacién de glucosa al
medio, como la contribucién debida al glucégeno degradado
durante el ensayo.

Tabla XIV,
ACTIVIDAD 6LUCONEOGENICA A PARTIR DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE 6LICEROL

GLICEROL GLUCOSA LIBERADA GLUCOGENO DEGRADADO
(rali) (nraol/rag/min) <r) (nmol glucosa/rag/2 horas)
2 ,56 10,14 (.999) 2 12,7
5 3,50 £ 0,03 (,999) 0% 3,2
8 2,87 10,16 ** (.999) 64,8 £ 5,3
10 3,02 10,17 * (,999) 56,1 17,8

El ensayo se realizé a las 24 horas de cultivo (ver Material y Métodos)
incubando Jas células frente a concentraciones variables del precursor, La
glucosa liberada al medio representa la pendiente de la recta obtenida, El
glucogeno degradado representa la diferencia en el contenido antes y des-
pués del ensayo, Los datos se expresan como la media { 0,S, de 4 placas de
un experimento representativo, (X p<0,05 y XX p<0,01 respecto a los valo-
res obtenidos frente a 2 mMglicerol)

La velocidad de 1liberacién de glucosa, es al
parecer maxima a partir de glicerol 2 mM <3,56 * 0,14
nmol/mg/min), y disminuyé aproximadamente en un 20% al
elevar la concentracién del precursor hasta 8 y 10 mM, de
forma significativa.

Por otra parte, en este caso no pareciéd
modificarse significativamente 1la contribucién del
glucégeno a la glucosa total 1liberada, con ninguna de las
concentraciones de glicerol ensayadas.

d) Fructosa.

En presencia de cantidades variables de
fructosa, encontramos un aumento significativo de 1la
velocidad de 1liberacién de glucosa al medio, en funcién
de la concentracién de sustrato empleada.

Tal como muestra la Tabla XV, la velocidad
inicial, obtenida a partir de fructosa 2 mM <1,23 * 0,08
nmol/mg/min), aumentdé progresivamente hasta alcanzar un
valor tres veces superior a partir de fructosa 10 mM
<3,80 * 0,03 nmol/mg/min; p<0,001).
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Tabla XV,
ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA A PARTIR DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE FRUCTOSA

FRUCTOSA GLUCOSA LIBERADA GLUCOGENO DEGRADADO
(mb) (nraol/mg/win) (r) (nmol glucosa/mg/2 horas)
2 ,23 10,08 (.999) 75,4 i 4,4
5 17 10,18+ (,999) 61,1 £ 0,2 *

8 ,33 1 0,06 **x (,999) 41,8 1 3,8 *xx
10 3,80 t 0,03 **x (,999) 29,4 1 1,0 *xx

El ensayo se realizd a las 24 horas de cultivo (ver Raterial y Métodos)
incubando Jas células frente a concentraciones variables del precursor, La
glucosa liberada al medio representa la pendiente de la recta obtenida, El
glucégeno degradado representa la diferencia en el contenido antes y des-
pués del ensayo, Los datos se expresan como la media i D,S, de 4 placas de
un experimento representativo, (W p<0,01 y%%% p<0,00/ respecto a los
valores obtenidos frente a 2 mM fructosa),

Paralelamente al aumento dela cantidad total de

glucosa excretada al medio, se observéun efecto
dosis/dependiente sobrela glucogenolisis durante el
ensayo,que se hizo minima en este caso en presencia de

fructosa 10 mM.

Por ultimo, 1la Figura 33 muestra la actividad
gluconeogénica neta, corregida de 1la contribucién por
glucogenolisis, obtenida frente a concentraciones
variables de cada uno de 1los precursores utilizados. A
efectos comparativos, los datos se han representado en
porcentaje respecto a la actividad gluconeogénica
encontrada con la maxima concentracién de sustrato
ensayada <10 mM)

En presencia de lactato como Unico precursor,
observamos un rapido incremento en la velocidad de
sintesis de glucosa, dependiente de 1la concentracién de
sustrato. La actividad gluconeogénica se hace ya maxima
aproximadamente con lactato 5 mM <p<0,05 respecto al
valor encontrado frente a 2 mM), no variando después
significativamente al elevar todavia mé&s la concentracién
de sustrato. La curva obtenida en este caso, nos permite
calcular de modo aproximado laconcentracién de 1lactato
que produce la mitad del efecto maximo, gque se encuentra
alrededor de 1 mM.

En el caso del piruvato encontramos un aumento
gradual de la velocidad de produccién de glucosa
dependiente de 1la concentracién de precursor utilizada.
Si bien el incremento inicial entre 2 y 5 mM no resultéd

- 219 -



ser significativo, la actividad gluconeogénica se
incremento considerablemente al elevar la concentracidn
externa de piruvato hasta 8 y 10 mM (con p<0,05 y p<0,001
respectivamente), no pareciendo alcanzar todavia su
maximo valor.

to
50
§ LACTATO PIRUVATO
zZ
d ioo
50
GLICEROL FRUCTOSA
2 5 8 10 2 5 8 10

SUSTRATO (mM)

Figura 33,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LOS SUSTRATOS 6LUCONEOGENICOS SOBRE
LA ACTIVIDAD 6LUCONEO6ENICA, La Figura representa las velocidades netas de produccion
de glucosa a partir de concentraciones variables de los sustratos gluconeogénicos,
expresadas, a efectos comparativos, como X respecto al valor determinado a partir de
la maxima concentracién utilizada (10 mfi), El ensayo se realizé a las 24 horas de
cultivo, en las condiciones descritas en las Figuras 30 y 31,

Cuando las células se incubaron en presencia de
glicerol como inico precursor, encontramos que la
actividad gluconeogénica fué yva maxima para
concentraciones de sustrato de 2 y 5 mM, para después
disminuir de forma significativa, aproximadamente en un
20%, al elevar la concentracién de glicerol hasta 8 y 10
mM. La curva obtenida nos permite sugerir que la
concentracidédn de glicerol capaz de producir la mitad del
efecto médximo va a ser cercana a 0,9 mM.

La méaxima actividad gluconeogénica parecid
alcanzarse en el caso de 1la fructosa, con concentraciédn
10 mM del precursor. Como se puede observar los

hepatocitos cultivados fueron capaces de utilizar Ila
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fructosa de modo dosis/dependiente, incrementando 1la
velocidad de produccién de glucosa en funcién de su
concentracién externa, sin que se afecte en ningin caso
su viabilidad, durante al menos 2 horas de incubacién. La
concentracién aproximada capaz de producir la mitad del
efecto mAximo se encuentra en este caso alrededor de
5 mM.

3.1.2. Actividad gluconeogénica estimulada por
glucagén. S S ,

Como hemos visto hasta ahora, en nuestras
condiciones de cultivo 1los hepatocitos presentan una
elevada capacidad gluconeogénica basal a partir de
precursores que ingresan en esta via metabdélica tanto a
nivel pre- como post-mitocondrial. Nos  propusimos
entonces conocer en qué medida las células cultivadas van
a ser capaces de aumentar todavia mas su actividad
gluconeogénica en respuesta a corto plazo a la adicién de
glucagédn.

La velocidad de producciém y 1liberacién de
glucosa al medio se determiné en las mismas condiciones
de ensayo descritas, en presencia y ausencia de glucagén
10—M, 1niciéandose el ensayo con la adicién de 1los
diferentes precursores.

En presencia de glucagén encontramos una mayor
contribucién del glucégeno 1ncluso en presencia de
precursores que, como el glicerol y la fructosa, son
capaces de hacer minima esta degradacién durante el
ensayo en condiciones control (Figura 31).

Cuando se analizé 1la 1l1liberacién de glucosa al
medio y 1la variacién del contenido en glucégeno
inmediatamente tras la adicién de glucagdén, observamos
(Tabla XVI) que pasados 1los primeros 30 minutos de
incubacién, la presencia de la hormona produjo un aumento
rapido en la cantidad de glucégeno degradado, que fué
equivalente a la cantidad total degradada durante las 2
horas completas de incubacién.

El primer efecto de la adicién de glucagén va a
ser pues una rapida activacién de la glucogenolisis, a
pesar del bajo contenido inicial de glucégeno que 1los
hepatocitos presentan en este momento del cultivo (54,8 *
3,7 nmol glucosa/mg para el cultivo descrito), comparable
al encontrado en los hepatocitos aislados de rata ayunada
(129,8 + 13,5 nmol glucosa/mg).
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Tabla XVI,
EFECTO DEL  6LUCAGON SOBRE LA LIBERACION DE GLUCOSA Y LA DEG6RADACI6N DE
GLUCOGENO EN LOS TREINTA MINUTOS INICIALES DE INCUBACION,

GLUCOSA LIBERADA GLUCOGENO DEGRADADO
SUSTRATO (nmol/rag/30 min) (nmol glucosa/mg/30 min)
(10 mil) CONTROL GLUCAGON CONTROL GLUCAGON
LACTATO 37.4 £ 4,6 80,7 10,9 19,3+ 3,7 29.7 %3,
PIRUVATO 45+ 1,9 76,9t 1,9 53104 29,1 13,6
GLICEROL 95.5 £ 9,3 128,3 i 11,1 -1,210,9 13.713,9
FRUCTOSA 108,8 i 4,1 182,1 t 8,9 -4,9t 1,4 147130

Los hepatocitos se incubaron en presencia glucagén !0~SMy de los dife-
rentes precursores, Los datos representan la glucosa total liberada al
medio, y el glucogeno degradado (como diferencia del contenido antes y
después de los 30 minutos de incubacion), y vienen expresados como la
media i D,S, de placas triplicadas,

Tras este periodo inicial de preincubacidén <30
minutos) es posible determinar la actividad gluconeogéni-
ca neta en presencia de glucagén sin interferencia
detectable del glucdbdgeno intracelular.

La Figura 34 muestra la velocidad de
gluconeogénesis (nmol/mg/min) a partir de lactato,
piruvato, glicerol y fructosa 10 mM, estimulada o no por
glucagdén 10-13v.

Los resultados muestran gque en presencia de

glucagdn la actividad gluconeogénica aumentd
significativamente, en un 20% aproximadamente a partir de
lactato <p<0,01) y en un 40% a partir de piruvato
<p<0,001), precursores que ingresan en la via

gluconeogénica antes del paso mitocondrial.

El glucagdén no ejercid actividad estimuladora
detectable sobre la gluconeogénesis a partir de glicerol,
precursor que se incorpora a nivel de las triosas
fosfato.

Con fructosa como Unico sustrato se obtuvieron,
sin embargo, los mayores grados de estimulacidén. En estas
condiciones, las células incubadas en presencia de
glucagdn mostraron una actividad gluconeogénica
aproximadamente el 100% superior a la encontrada en
ausencia de la hormona <p<0,001).
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LACTATO PIRUVATO GLICEROL FRUCTOSA

Figura 34,- EFECTO DEL 6LUCA66N EN LA ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD
6LUCONEOGENICA A PARTIR DE DIFERENTES PRECURSORES, La actividad glucomeogénica se
determiné en la  solucion salina habitual, conteniendo los diferentes precursores 10
mM en presencia y ausencia de glucagén 10~9M, El ensayo de la produccion de glucosa
se inicié tras SO minutos de preincubacién en este mismo medio, para evitar la
interferencia de la rapida glucogenolisis (desencadenada por accion del glucagon)
sobre la determinacion de la velocidad de gluconeogénesis, La produccién control
(barras claras) y la estimulada por glucagén (barras rayadas) han sido corregidas, no
obstante, de la contribucién del glucégeno en el subsiguiente periodo de 2 horas; en
la serie incubada en presencia de la hormona no fueron detectables variaciones
significativas en el contenido del polisacdirido (ya depleccionado en la
preincubacion), o (p<0,01) y U (p<0,00!) indican incrementos significativos
respecto a la actividad determinada en ausencia de la hormona,
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3.2. MANTENIMIERTO DE LA ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA DURANTE
PERIODOS PROLONGADOS DE CULTIVO.

Una vez determinadas las caracteristicas de 1la
gluconeogénesis del Thepatocito cultivado durante 24
horas, evaluamos la evolucién de la actividad
gluconeogénica como funcién del tiempo de cultivo.

Nuestro objetivo en este caso ha sido determinar
el mantenimiento de 1la capacidad gluconeogénica de 1la
‘célula, y la influencia de la suplementacién del medio de
cultivo con dexametasona sobre la expresién en cultivo
por periodos mAs o0 menos prolongados de esta funcién
diferenciada caracteristica de la célula hepatica adulta.

3.2.1. Evolucion de la actividad gluconeogénica
con los dias de cultivo.

La evolucién en la expresién de 1la actividad
gluconeogénica se evalué utilizando como sustrato dos
precursores tipo, que nos permitieran distinguir el buen
funcionamiento de las fases mitocondrial y post-
mitocondrial de la gluconeogénesis.

Durante el periodo completo de cultivo, 1las
células se mantuvieron en el medio habitual <(Ham F-12
suplementado con insulina 10—=M, que se renovoé

diariamente. Cada dia se sometié una serie de placas al
ensayo de actividad gluconeogénica basal, a partir de
piruvato o fructosa 10 mM. La Tabla XVII muestra 1la
actividad gluconeogénica neta de los hepatocitos,
determinada diariamente, y expresada como nmol/mg/min.

Con los dias de cultivo, observamos una pérdida
progresiva de la capacidad gluconeogénica del hepatocito,
que fué indetectable hacia las 96 horas de cultivo, en
nuestras condiciones de ensayo, cuando se empledé piruvato
como precursor de la glucosa.

La Figura 35, donde los resultados se expresan en
porcentaje respecto a la actividad gluconeogénica
determinada a las 24 horas de cultivo, permite una mas
.sencilla comparacién de la pérdida de actividad observada
con uno u otro precursor.
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Tabla XVIT
PRODUCCION DE 6LUCOSA POR LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS CONO FUNCION DEL
TIENDO DE CULTIVO,

SETRATO HRAS [E QULTIVO

24 48 Y7 %
PIROVATO 10 nM 1,9610,15 0,5010,03 0,3010,01 N.D,
FRUCICSA 10 nM 6,2510,35 2,7810,02 1,7410,09 1,6210,07

La actividad gluconeogénica se ensayo diariamente frente a piruvato o
fructosa (segin Naterial y Nétodos) en series paralelas de placas corres-
pondientes al mismo cultivo, Los datos (nmol glucosa/mg/min) se expresan
como la media i D,S, de 4 placas de cultivo de un experimento representa-
tivo; N,D,= no detectable,

La pérdida de actividad gluconeogénica a partir
de ambos precursores fué mucho méds acusada entre las 24 vy
48 horas de cultivo, donde la velocidad de
gluconeogénesis representd aproximadamente un 25% y un
44% de la valorada inicialmente a las 24 horas de
cultivo, para piruvato y fructosa respectivamente. Esta
pérdida inicial fué siempre mayor del 50% para todos los
cultivos ensayados.

80
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Figura 35,- EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD G6LUCONEOGENICA DEL HEPATOCITO
CULTIVADO, CONO FUNCION DEL TIENDO DE CULTIVO, Los hepatocitos se mantuvieron en
cultivo en condiciones estindar, y diariamente se determiné la capacidad gluconeo-
génica a partir de piruvato (A) o fructosa (¢) 10 mN, ésta se ha expresado como X
respecto a la determinada a 24 horas de cultivo (valor medio i D,S, obtenido en 4
placas por variable y dia, pertenecientes al mismo cultivo),
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A mAs largo plazo, la pérdida de actividad va
siendo gradual, y la gluconeogénesis deja de ser
detectable a las 96 horas de cultivo cuando empleamos
piruvato como precursor. A partir de fructosa encontramos
en este mismo momento de cultivo una actividad
gluconeogénica equivalente al 25% de la inicial.

3.2.2. Efecto de la suplementacién hormonal del
medio de cultivo con dexametasona sobre el
mantenimiento de 1la capacidad gluconeo—
génica.

Hasta ahora hemos visto que 1la capacidad
gluconeogénica del hepatocito, atn siendo elevada a 24
horas de cultivo, decae considerablemente a muy corto
plazo hasta niveles minimos, aunque detectables, a los 3-
4 dias de cultivo dependiendo del sustrato utilizado.

Cuando los hepatocitos se mantuvieron  por
periodos prolongados en cultivo, la suplementacién del
medio con dexametasona 1077M mejoré sensiblemente la
morfologia y la supervivencia celular (apartado 1.2.). Al
mismo tiempo, la presencia de dexametasona produjo, como
hemos visto en el apartado 2.3.1., un mejor mantenimiento
de la actividad glucolitica, y de la expresién en cultivo
de la PK tipo L, enzima marcador del estado diferenciado
adulto del hepatocito <(apartado 2.3.4.). A continuacién
evaluamos si la presencia del corticoide es también capaz
de ejercer un efecto a largo plazo en el mantenimiento de
la actividad gluconeogénica del hepatocito cultivado.

El mantenimiento continuado de 1los hepatocitos
con dexametasona 10~7M produjo un aumento significativo
de la velocidad de sintesis de glucosa, a partir tanto de
piruvato como de fructosa (Figura 36). El efecto de 1la
hormona fué detectable ya tras 24 haoras de pretratamiento
con el glucocorticoide, y la actividad gluconeogénica fué
siempre superior en aquellos cultivos mantenidos en
presencia de dexametasona.

Para facilitar la comparacién de la accién del
corticoide sobre el mantenimiento de 1la actividad
gluconeogénica, en funcién del sustrato utilizado, en la
Figura 37 hemos expresado la velocidad de produccién de
glucosa obtenida cada dia, como porcentaje de la
actividad determinada en condiciones control a 24 horas
de cultivo a partir de piruvato (37A) y fructosa (37B).
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Figura 36,- ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA A LO LAR60 DE LOS DIAS DE CULTIVO,
CONO FUNCION DEL SUSTRATO Y CONDICIONES DE CULTIVO EMPLEADAS, Series paralelas de
placas de un mismo cultivo, se mantuvieron durante el periodo indicado en medio
suplementado (6) o no (A) con dexametasona 10~7M Diariamente se ensayo Ja actividad
gluconeogénica, a partir de piruvato o fructosa 10 mMy en ausenciade hormonas, en
monocapas correspondientes a cadaserie, Los resultados (media I D,S, de 4 placas por
punto) se expresan en nmol/mg/min,

En aquellas células mantenidas en la presencia
continua de dexametasona, fué posible valorar actividad
gluconeogénica a partir de piruvato incluso a las 96
horas de cultivo (aproximadamente un 15% de la actividad
inicial) (Figura 373).

Si bien no @parecié evitarse la progresiva
pérdida funcional, la velocidad de sintesis de glucosa
experimenté un aumento significativo respecto a 1la
velocidad encontrada, a tiempos equivalentes de cultivo,
en aquellas células no tratadas con 1la hormona. En el
caso del piruvato (Figuras 36 y 37A), la velocidad de
sintesis de glucosa valorada diariamente se incrementé
en un 80-90% aproximadamente respecto a su control
correspondiente no tratado con el corticoide.

En el caso de la fructosa (Figuras 36 y 37B), el
incremento fué ligeramente menor, alcanzando diariamente
una actividad gluconeogénica aproximadamente un 60%
superior a la del control mantenido en ausencia de la
hormona.
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Figura 37,- MANTENIMIENTO DE LA ACTIVIDAD 6LUCNEOGENICA EN FUNCION DE LAS
CONDICIONES DE CULTIVO, La gluconeogénica a partir de piruvato (4) o fructosa (B)
JO mM, se determiné diariaaente en placas aantenidas hasta el aoaento del ensayo en
aedio basal (h,0) o suplementado con dexametasona I10~7M (A,9), Los resultados se
expresan en este caso como i respecto a la velocidad de produccién de glucosa
determinada a las 24 horas de cultive, X (p<0,05) y XX (p<0,01) indican diferencias
significativas respecto al control diario correspondiente,

Cabe destacar que la actividad glucolitica,
evaluada simultédneamente al ensaya gluconeogénico, a las
48 horas de cultivo resulténotablemente superior en la
serie de ©placas pretratadas con el corticoide. La
produccién de lactato alcanzé los 5,34 * 0,06 nmol/mg/min
a partir de piruvato, y los 7,89 * 0,02 nmol/mg/min a
partir de fructosa, en 1las células mantenidas en medio
suplementado con dexametasona frente a los 2,49 + 0,03 y
4,03 £+ 0,76 nmol/mg/min obtenidos respectivamente en 1los
cultivos control <p<0,001 para ambos casos).
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El mantenimiento de niveles estables de glucosa
en sangre tras unas horas de ayuno, cuando el glucégeno
hepatico ha sido ya degradado, se debe esencialmente a la
capacidad del higado (y la corteza renal) para sintetizar
glucosa a partir de precursores no glucidicos.

La gluconeogénesis hepatica, que utiliza como
sustratos mAas importantes lactato, piruvato, glicerol y
ciertos aminoacidos, constituye una de las vias
metabélicas diferenciadas caracteristicas del hepatocito
adulto, que no parece en el higado fetal a causa de la
carencia en actividad PEPCK (97,263) enzima fundamental
de la gluconeogénesis que s6lo se expresa después del
nacimiento.

En esta parte del +trabajo se ha estudiado la
actividad gluconeogénica del hepatocito cultivado, su
regulacién por hormonas y sustratos, asi como su
expresién por tiempos prolongados de cultivo, en funcién
de las condiciones de suplementacién hormonal del medio.

1. ACTIVIDAD GLUCOBEOGENICA DEL HEPATOCITO CULTIVADO.

La determinacién de 1la actividad gluconeogénica
es dificil y los resultados se han considerado dudosos
(67) en aquellos casos en que la célula contiene niveles
elevados de glucégeno, como el animal intacto o higado
perfundido y hepatocitos aislados de animales
alimentados. La desaparicién del glucégeno es un
requisito experimental que se logra habitualmente con el
ayuno previo del animal. Sin embargo, a causa del ayuno,
las hormonas implicadas en la regulacién de 1la
gluconeogénesis han sido ya 1liberadas, y los enzimas
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correspondientes han sido pues inducidos o modificados
antes de la utilizacién del hepatocito en los distintos
ensayos. Ello hace dificil el establecimiento de 1la
actividad gluconeogénica basal control, y contribuye por
otra parte a las discrepancias existentes en cuanto a la
acclén hormonal en la estimulacién de la gluconedgenesis.

A diferencia de 1los sistemas experimentales
clasicos, el hepatocito cultivado en ausencia de suero
contiene minimos niveles de glucdégeno tras 24 horas de
cultivo, simulando el estado de ayuno, aunque en este
caso no ha existido pretratamiento hormonal (glucagén) al
obtenerse inicialmente las células de animales
alimentados. Ello facilita la determinacién real de la
gluconeogénesis basal, asi como la diferenciacién del
efecto de sustratos y hormonas en la estimulacién de la
actividad gluconeogénica.

1.1. Actividad gluconeogénica no estimulada.

Los hepatocitos mantenidos en cultivo primario
fueron capaces de una activa gluconeogénesis, sin
necesidad de estimulacién hormonal (Figura 30). Las
células sintetizaron glucosa a partir de precursores que
ingresan en 1la via gluconeogénica tanto a nivel pre-
mitocondrial (lactato y piruvato) como a nivel de las
triosas fosfato (glicerol y fructosa), con velocidades
elevadas y secuencias de mayor a menor produccién que son
comparables a 1las descritas por diferentes autores
(10,259~-261) para los hepatocitos aislados de animales
ayunados que, como hemos dicho anteriormente, podemos
considerar pretratados con glucagén.

Esta actividad gluconeogénica ensayada a 24 horas
de cultivo no parece en principio compatible con 1los
niveles de F-2,6-P= encontrados en el hepatocito en este
momento de cultivo <(ver apartado 2.2.1.), que son
comparables a los del animal alimentado. Es necesario que
disminuya la concentracién intracelular de este efector,
para que el flujo metabélico entre F-6-P/F-1,6-P= sea
netamente gluconeogénico (65), siendo este uno de los
puntos de actuacién del glucagén en la estimulacién de la
gluconeogénesis.

Sin embargo las células cultivadas presentaron
una elevada velocidad de produccién de glucosa a partir
de cualquiera de los precursores utilizados, en ausencia
de estimulacién hormonal, lo que sugirié la existencia de
un efecto directo de 1los propios sustratos sobre 1la
estimulacioén de su utilizacién.
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Los resultados mostraron  que efectivamente,
lactato, piruvato y glicerol eran capaces de provocar una
significativa disminucién del contenido intracelular de
F-2,6-P= (Figura 32), como consecuencia de 1lo cual es
explicable la activa gluconeogénesis. Al mismo tiempo,
como cabia esperar, encontramos también una disminucién
acusada de 1la actividad glucolitica (Tabla XI)>, si se
compara c¢on la produccién de lactato en condiciones
basales. Estos resultados son comparables a los obtenidos
inicialmente por Hue y col. (241> en hepatocitos aislados
de ratas alimentadas, donde la adicién de concentraciones
miy elevadas (20 mM) de lactato, piruvato, glicerol,
alanina y otros precursores, producia una disminucién en
el contenido de F-2,6-Pz comparable a la producida por el
propio glucagén, favoreciendo el flujo gluconeogénico a
nivel F-6-P/F-1,6-P=.

La regulacién de 1la actividad piruvato kinasa
(PK>) wva a ser uno de 1los puntos importantes en 1la
activacién del flujo gluconeogénico a partir de aquellos
precursores que, como lactato y piruvato, ingresan en la
via a nivel premitocondrial, dado que en el higado 1la
actividad PK, en condiciones normales, se halla en exceso
respecto a la PEPCK y la PC (65). La disminucién en el
contenido en F-2,6-P= tiene como consecuencia una mayor
actividad FBF 1, y cabe esperar una disminucioén paralela
en la concentracién intracelular de F-1,6-P»- (activador
alostérico de 1la PK). De esta forma, en ausencia de
accién hormonal, 1la desaparicién de la F-2,6-P= puede
influir indirectamente en la disminucién de la actividad
PK, favoreciendo el flujo gluconeogénico también a este
nivel.

No se conoce el mecanismo de actuacién de 1los
precursores, pero es posible que esté implicada una dis-
minucién en la sintesis de F-2,6-P= provacada por la acu-
mulacién intracelular de glicerol-3-P (caso del glicerol)
o de PEP (caso de lactato y piruvato) que se producen en
el higado durante la metabolizacién de estos sustratos
(111,274>, dado que ambos metabolitos son inhibidores de
la actividad PFK 2 (65).

A diferencia de los otros precursores, la adicién
de fructosa 10 mM no produjo una disminucién importante
en el contenido intracelular de F-2,6-P=, que se mantuvo
en niveles semejantezs a los encontrados al inicio del
ensayo. Estos resultados contrastan con los encontrados
en el hepatocito aislado (241>, donde 1la adicién de
fructosa 10-20 mM produce una disminucién del contenido
en F-2,6-P=. tan acusada como la encontrada en presencia
de los otros precursores. Sin embargo, la presencia de
niveles elevados de F-2,6-P= parece mAs razonable si se
considera que la metabolizacién de la fructasa conlleva
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la formacién de F-6-P, sustrato de la PFK 2 y potente
inhibidor de la FBF 2 (66).

La actuacién de la fructosa en la célula aislada,
se ha relacionado con la répida disminucién del contenido
en ATP que provoca esta hexosa a los pocos minutos de su
adicién al hepatocito aislado (264).

En el hepatocito cultivado incubado en presencia
de fructosa 10 mM encontramos la mAs elevada produccién
de glucosa, de forma lineal durante al menos 2 horas

(Figura 30>, con acumulacién paralela de glucégeno
(Figura 31), mAas importante en presencia simulténea de
glucosa (Figura 52>, al mismo tiempo que 1la curva
dosis/respuesta al precursor (Figura 33> parece

corroborar una buena utilizacién de la fructosa en un
amplio rango de concentraciones. Es decir, no observamos
en ningan caso los efectos que cabria esperar de la
depleccién masiva de ATP. Estos resultados sugieren una
mejor capacidad metabélica para la utilizacién de 1la
fructosa en la célula en cultivo, en comparacién con el
hepatocito aislado.

La elevada actividad gluconeogénica a partir de
fructosa se acompafia ademds de una muy activa glucolisis,
significativamente superior a 1la obtenida a partir de
glucosa 10 mM en idénticas condiciones de ensayo, que
debe contribuir indudablemente al mantenimiento de los
niveles de ATP.

Si bien la glucolisis a partir de fructosa no
requlere que sea activo el paso catalizado por la PFK 1,
la presencia de niveles elevados de F-2,6-P= puede
estimular en cierta medida el flujo a través de este
enzima. El hecho de que simultédneamente exista una
elevada transformacién de fructosa a glucosa suglere la
existencia de un reciclaje f£f4til a nivel de la F-6-P /
F-1,6-P=. Adicionalmente, un incremento en F-1,6-P=
podria contribuir a la estimulacién de la glucolisis a
nivel PK.

El contenido en glucégeno, inicialmente minimo,
evolucioné de modo diferente segin el precursor utilizado
(Figura 31). Su contribucién a la glucosa total liberada
fué mAxima en el caso del 1lactato, mientras que en
presencia de fructosa encontramos un incremento neto en
el contenido en glucégeno durante el ensayo. En ausencia
de cualquier otro sustrato, es indudable que el origen
del @glucégeno sintetizado en estas condiciones es
gluconeogénico.

La sintesis de glucégeno a partir de fructosa,

estd directamente relacionada con la accién de la hexosa
en la inhibicién de la glucogenolisis y activacién de la
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glucégeno sintasa GS) (131, 150>, a través de la
acumulacién de F-1-P, de forma que parte de la G-6-P
formada por gluconeogénesis puede desviarse hacia
glucégeno.

El glicerol actda en el higado de modo semejante
a la fructosa, y ha sido descrito que puede también
suprimir la glucogenolisis = (265). Los resultados
obtenidos en cultivo apoyan esta i1dea, aunque son menos
importantes que los encontrados con fructosa. '

Estos resultados permiten concluir que los
propios precursores pueden activar la via gluconeogénica
en ausencia de estimulacién hormonal, en accién mediada
por la disminucién en F-2,6-P=, que origina inhibicién
del flujo glucolitico y activacién en el sentido
gluconeogénico. La fructosa parece ser la excepcién, y en
presencia de este sustrato observamos una activacién
simultdnea de todas 1las vias de wutilizacién del
precursor.

Algunos autores (173> han sugerido que la
elevacién de la concentracién de sustrato gluconeogénico
puede no corresponderse con una elevacién paralela de la
actividad gluconeogénica celular, que incluso ©puede
disminuir. Cuando estudiamos la evolucién de la velocidad
gluconeogénica en funcién de la concentracién externa del
precursor (Figura 33), encontramos importantes diferen-
cias en funcidén del sustrato considerado.

En su conversién a glucosa, lactato y piruvato
presentan préacticamente todos los pasos comunes; por ello

resulta llamativa la diferente evolucién de la actividad
gluconeogénica al elevar la concentracién de ambos. Se ha

sugerido que el transporte de piruvato a la mitocondria
puede ser un paso limitante en la gluconeogénesis a
partir de lactato o piruvato (266). Sin embargo, la curva
dosis/respuesta a partir de piruvato no parece mostrar
saturacién, ya que la actividad gluconeogénica aumentéd
progresivamente al incrementar 1la concentraciémn de
piruvato hasta 10 mM. Se ha descrito que ésta saturacién
no se alcanza hasta concentraciones tan elevadas como 50-
75 mM (266).

A partir de lactato, por el contrario, observamos
que la mixima actividad gluconeogénica se alcanza para
concentracién 5 mM y ya no existe aumento en respuesta a
un incremento en la concentracién del precursor. Estos
resultados son semejantes a los descritos para el
hepatocito aislado de animales ayunados (267), donde la
F-2,6-P= es ya inicialmente muy baja y la actividad
gluconeogénica depende tGnicamente de la concentracién del
precursor.
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La posibilidad de wuna saturacién en el
transporte de lactato al interior de 1la célula puede
descartarse, si se tiene en cuenta que a elevadas
concentraciones el precursor atraviesa la membrana por
difusion pasiva (268). Todo ello parece implicar al paso
catalizado por la LDH (bien a la disponibilidad de NAD™,
o al incremento en la relacién NADH/NAD* citosélica) como
paso limitante, para explicar la diferente respuesta
obtenida a partir de lactato y piruvato. Recientemente se
ha descrito la importante influencia del estado redox
citosélico sobre 1la actividad gluconeogénica (269):
inicialmente un aumento de 1la relacién NADH/NAD*, que
puede estar provocado por el aumento relativo de lactato,
aumenta la actividad gluconeogénica a través de un
desplazamiento en el equilibrio de la gliceraldehido-3-
fosfato DH. &8Sin embargo, con aumentos mayores en la
relacién, la disponibilidad de oxalacetato se convierte
en limitante y puede encontrarse disminucién en el flujo
gluconeogénico.

Para 1los precursores que ingresan en la via
gluconeogénica a nivel de las triosas fosfato (glicerol y
fructosa’, los resultados son también muy diferentes.

A partir de fructosa observamos un incremento
progresivo de la velocidad gluconeogénica en funcién de
la concentracién del precursor. La saturacién de la via
parece encontrarse con concentraciones algo superiores a
10 mM, estando cercana a 5 mM la concentracién que
produce la mitad del efecto maximo, concentracién
comparable a 1la descrita para el hepatocito aislado
ayunado (267). 8in embargo, a partir de glicerol 1la
maxima velocidad de sintesis de glucosa parece haberse
alcanzado ya con la minima concentracién del precursor (2
mM) empleada, y no se observé un aumento en la actividad
gluconeogénica celular en relacién con el incremento en
la concentracién de glicerol.

Este diferente comportamiento debe encontrar
explicacién en los pasos previos a la incorporacién del
glicerol en la via metabélica, como son el transporte a
través de la membrana celular o su fosforilacién. La
entrada de glicerol a la célula parece estar catalizada
por un transportador especifico (270) con una K. aparente
cercana a la concentracién fisiolégica de glicerol en
suero (0,1 nmM, segitn Rémésy y Demigné (271)). En estas
condiciones el +transporte de glicerol a través de 1la
membrana parece ser el paso limitante en su utilizacién,
dado que la actividad glicerol kinasa se encuentra en
exceso pudlendo superar la velocidad de captacién (270).
La saturacién en la entrada de glicerol al hepatocito en
el rango de concentraciones empleadas (Tabla XIV), podria
explicar los resultados obtenidos en relacién con 1la
evolucién de la actividad gluconeogénica a partir de este
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precursor, a diferencia de la evolucidén encontrada para
la fructosa.

Finalmente, las curvas dosis/respuesta obtenidas
en el hepatocito cultivado muestran que la mitad de 1la
mAxima actividad gluconeogénica se obtiene con
concentraciones de 1los precursores que son en general
superiores a las concentraciones fisiolégicas (271,272).
Ello confirma 1la 1idea <(67) de que 1la velocidad de
gluconeogénesis In vivo puede depender, entre otros
factores; del propio apofté'de'sﬂStfatos. Por lo tanto,
un aumento en el aporte extrahepadtico de precursores.
gluconeogénicos puede resultar en una estimulacién de su
transformacién a glucosa en el higado.

1.2. Actividad @gluconeogénica estimilada por
glucagdn.

En nuestras condiciones de cultivo, los
hepatocitos conservan su capacidad de respuesta al
glucagén como se ha demostrado evaluando la capacidad de
la hormona para inducir la actividad TAT <273).

El glucagén es capaz de ejercer un efecto
estimulador a corto plazo sobre la gluconeogénesis (65)
tal como se ha comprobado en diversos sistemas
experimentales. En este apartado determinamos la
capacidad de 1la célula cultivada en ausencia de suero
para responder a la adicidéon de glucagén con una mayor
actividad gluconeogénica.

El hepatocito cultivado presenta, tal como hemos
visto, una elevada capacidad de sintesis de glucosa en
ausencia de estimulacién hormonal. La administracién de
concentraciones subéptimas de glucagén produjo en estas
condiciones un incremento adicional de la velocidad de
produccién de glucosa (Figura 34). Efectos semejantes se
han descrito en el hepatocito cultivado en otros sistemas
experimentales 173, 175> en la activacién de la
gluconeogénesis a partir de lactato o alanina, pero con
concentraciones mas elevadas de glucagén (10~7M).

Nuestros resultados mostraron importantes
diferencias en la actuacién de la hormona, en funcién del
precursor gluconeogénico considerado, que son en uGltima
instancia relacionables con el mecanismo de actuacién de
la hormona.

La accién del glucagén a corto plazo en el
hepatocitao <(110) se halla mediada por cambios en 1la
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concentracién de c—-AMP que promueven la activacién de la
protein kinasa, capaz de fosforilar e inactivar la PK y
la PFK 2 y de activar por el mismo mecanismo la actividad
FBF 2, disminuyendo 1los niveles intracelulares de
F-2,6-P=. De esta manera, la hormona actida sobre los dos
puntos principales de control del flujo glucolitico y
gluconeogénico.

El glucagén produjo un incremento comparable de
la actividad gluconeogénica estimada a partir de lactato
y piruvato, precursores que requieren metabolismo
mitocondrial en su conversién a glucosa. No obstante el
grado de estimulacién obtenido fué pequefio.

En este caso hay que considerar que lactato y

piruvato provocan ya por si solos una importante
disminucién del contenido en F-2,6-P=. En estas
condiciones, aunque el glucagén pueda producir una

disminucién adicional en el contenido del efector, el
flujo a través de 1la PFK 1 es ya minimo, y 1la
estimulacién de la gluconeogénesis por el glucagén parece
ejercerse fundamentalmente gracias a la inactivacién de
la PK, que evita el reciclaje del PEP y orienta asi el
flujo metabélico hacia glucosa.

Estos mismos argumentos pueden explicar 1la
actuacién del glucagén en la estimulacién de la actividad
gluconeogénica a partir de glicerol y fructosa. En este
caso los precursores ingresan en la via metabélica a
nivel de las triosas fosfato, por lo que cabe esperar que
la actuaciéon de la hormona sobre la PK no sea responsable
de la estimulacién de 1la produccién de glucosa. Los
resultados obtenidos difieren de modo importante en
funcién del precursor considerado, y sugieren que la
presencia de F-2,6-P= es un requisito imprescindible para
la actuacién del glucagén frente a este tipo de sustratos
gluconeogénicos.

De esta manera, la hormona fué 1ncapaz de
producir estimulacién significativa de la producciéon de
glucosa a partir de glicerol (Figura 34), precursor capaz
de provocar por si sé6lo la disminucién en el contenido en
F-2,6-P=.

En cambio, el glucagén estimulé fuertemente la
gluconeogénesis a partir de fructosa, precursor con el
que encontrabamos una activa glucolisis y niveles
elevados de F-2,6-P= (Figura 32). El mantenimiento de
este efector a niveles elevados en presencia de fructosa
permite, presumiblemente, que el glucagén pueda actuar
activando el flujo gluconeogénico en sus dos puntos
principales de control (110), tanto inactivando 1la PK
como disminuyendo los niveles de F-2,6-P=, de manera que
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provoca los maximos grados de estimulaclén encontrados en
cultivo.

Estos resultados constituyen la primera
demostracién de un efecto claro del glucagén en la
estimulacién de la actividad gluconeogénica a partir de
concentraciones elevadas de fructosa, en contraste con lo
descrito - para el hepatocito aislado y el higado
perfundido (108,267,274), donde no se ha observado accién
estimuladora de la bhormona a partir de concentraciones
superiores a 5 mM de esta hexosa.

. Hue - y Bartrons (267> han mostrado resultados
semejantes a los aqui descritos, en cuanto a la actuacién
del glucagén en la estimulacién de la gluconeogénesis a
partir de lactato, piruvato o glicerol en hepatocitos
aislados, donde la disminucién en los niveles de F-2,6-P=
es provocada por el ayuno previo del animal. Los
resultados de este estudio demuestran que la disminucién
de los niveles de F-2,6-P= puede estar provocada por los
propios precursores gluconeogénicos, que pueden asi jugar
un importante papel en la regulacién de 1la actividad
gluconeogénica.

La importancia fisiolégica del glucagén en la
estimulacién de la gluconeogénesis puede depender pues
del precursor considerado, aunque no se puede descartar
su papel en la aceleracién de la disminucién en F-2,6-P=.
Por otra parte hay que considerar el papel fundamental de
la hormona en la activacién de la glucdégeno fosforilasa
{(GF), que puede ser muy importante para permitir que la
glucosa formada por gluconeogénesis revierta a glucosa
externa. Esta activacién de 1la glucogenolisis ocurre
también inmediatamente tras la adicién de glucagén al
hepatocito cultivado (Tabla XVI), de modo semejante a 1lo
descrito en la célula aislada (110> donde se ha observado
que la inactivacién por glucagén de la PK y la activacion
de la GF se produce mas rapidamente que la
interconversién de la PFK 2 y la FBF 2, aunque con
idéntica sensibilidad en cuanto a la concentracién de 1la
hormona.

En ausencia de glucagén, parte de 1la G-6-P
formada por gluconeogénesis puede incorporarse a
glucégeno, tal como ocurre en ausencia de glucosa cuando
empleamos fructosa o glicerol como precursores, o0 a
partir de lactato en presencia de glucosa (apartado
4.2.3.>. La réapida activacién de 1la glucogenolisis
producida por el glucagén puede ser pues uno de 1los
cambios fundamentales necesarios para que en el ayuno la
glucosa producida por activa gluconeogénesis pase a ser
glucosa externma.
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2. MANTENIMIENTO DE LA CAPACIDAD GLUCONEOGERICA DEL
HEPATOCITO COMO FUNCION DEL TIEMPO DE CULTIVO. EFECTO DE
LA DEXAMETASORNA.

El mantenimiento prolongado de 1la actividad
gluconeogénica en cultivo, est4d relacionado con 1la
expresién por tiempos mAs o0 menos prolongados de los
enzimas de 1la via gluconeogénica. Es fundamental 1la
PEPCK, cuya expresién a largo plazo esté sujeta a control
tanto por estimulos hormonales como nutricionales
(91,92).

Con los dias de cultivo en condiciones basales,
observamos una disminucién paulatina de 1la capacidad
gluconeogénica del hepatocito, tanto a partir de piruvato
como de fructosa (Tabla XVII). Esta disminucién funcional
resulté mucho mAas acusada durante el segundo dia de
cultivo, de +tal manera que a 48 horas de cultivo 1la
actividad gluconeogénica a partir de ambos precursores
resulto ser menor del 50% de la determinada inicialmente
a 24 horas de cultivo. En dias sucesivos, la disminucién
va siendo gradual aunque menos acusada.

Es 1indudable que 1la disminucién progresiva de
funcionalidad de 1la célula cultivada observada en este
estudio debe relacionarse en Gltima instancia con 1la
pérdida progresiva en cultivo del equipamiento enzimatico
de la sintesis de glucosa descrita, por diversos autores
(176,177>. Con el tiempo de cultivo, se ha observado una
disminucién gradual y progresiva de las actividades G-6-
Pasa y FBF 1 (177,178), que puede ser responsable
finalmente de 1la menor produccién de glucosa tanto a
partir de piruvato como de fructosa.

Sin embargo, a cualquier dia de cultivo
considerado, la disminucién de la actividad
gluconeogénica no fué equivalente para ambos precursores,
siendo siempre superior <(mis de un 25%) cuando 1la
sintesis de glucosa se determiné a partir de piruvato
(Figura 35). Este hecho parece implicar algan otro factor
capaz de afectar directamente a 1la gluconeogénesis a
partir de piruvato.

A diferencia de la gluconeogénesis a partir de
fructosa, cuando el precursor es piruvato la sintesis de
glucosa requiere 1la presencia de niveles adecuados de
actividad PEPCK. Este enzima también disminuye
acusadamente en cultivo (176,177), con la peculiaridad de
que la caida de actividad PEPCK es muy acusada durante
las primeras 24-48 horas en ausencia de suero. 8Sin
descartar la posible implicacién de otros acontecimientos
mitocondriales, 1la disminucién acusada 1inicial de 1la
PEPCK puede ser uno de los factores determinantes de la
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disminucién adicional de 1la actividad gluconeogénica
celular a partir de piruvato en comparacién con la
encontrada a partir de fructosa.

En condiciones basales, a las 96 horas de cultivo
no fué posible detectar sintesis de glucosa a partir de
piruvato, mientras que a partir de fructosa la actividad
gluconeogénica corresponde al 25% de la detectada a 24
horas de cultivo.

La .suplementacién del medio de cultivo con
dexametasona resulta muy importante para el mantenimiento
prolongado de la morfologia y supervivencia del
‘hepatocito  cultivado (19,24 ; al mismo ° tiempo ' la
presencia del corticolde puede mejorar como hemos visto
el mantenimiento de la expresién de proteinas
caracteristicas del |Thepatocito adulto, como la PK
(apartado 2.3.4.1.) y de la actividad glucolitica.

De la misma manera, la incubacién prolongada de
los hepatocitos en medio de cultivo suplementado con
dexametasona 10~”M mejordé sensiblemente el mantenimiento
de la actividad funcional gluconeogénica a partir de los
dos precursores marcadores ensayados. La accién de 1la
hormona fué detectable tras un pretratamiento de 24
horas, y aunque no consigulé evitar la pérdida progresiva
de actividad gluconeogénica, si se observéd un
considerable retraso en esta pérdida con respecto a las
células mantenidas en condiciones basales de cultivo
(Figura 36).

La mejora en la funcionalidad celular producida
por el corticoide fué no obstante mas notable cuando la
actividad gluconeogénica se ensayé a partir de piruvato,
con velocidades de sintesis de glucosa un 80-90%
superiores a los controles correspondientes, frente al
60% de incremento encontrado a partir de fructosa.
Efectos semejantes de la dexametasona sobre la
gluconeogénesis a partir de alanina o lactato, se han
descrito en hepatocitos cultivados pretratados 15 horas
con la hormona (173) a concentraciones algo superiores
(10—=M>.

La mayor produccién de glucosa encontrada en las
células tratadas con dexametasona no puede considerarse
resultado de una redireccidén del flujo metabélico de
glucolisis a gluconeogénesis, pues en este caso
observamos que junto a la mayor produccidén de glucosa se
produce una elevacién en la produccién de 1lactato

determinada  simulténeamente. Este incremento de 1la
actividad glucolitica es semejante al descrito en el
apartado 2.3.1., donde encontramos una mayor produccidén

de lactato a partir de glucosa como resultado del
pretratamiento de 24 horas con dexametasona.
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_ El efecto de la dexametasona preservando niveles
mayores de actividad gluconeogénica tanto a partir de
piruvato como de fructosa, puede relacionarse con la
actuacién de 1la hormona en el mantenimiento de 1la
expresién en cultivo de actividades enzimaticas
especificas.

La presencia de dexametasona en el medio de
cultivo no parece contribuir al mejor mantenimiento de la
FBF 1 (177> ni de la G—-6-Pasa (177,178), sin embargo se
ha demostrado tanto in vivo (91) como 1In vitro
(92,176,177) el efecto de la hormona en la induccién de
la actividad PEPCK. Pese a ello, la dexametasona parece
actuar de forma mids importante como agente “permisivo" en
la induccién de la PEPCK por glucagén 6 c—AMP (93,994,176
a través de un aumento en los niveles de mRNA especificos
del enzima. Es indudable actualmente que la expresién de
la actividad PEPCK requiere 1la presencia conjunta de
ambas hormonas.

La gluconeogénesis a partir de piruvato es
detectable en estas condiciones de suplementacién
hormonal (dexametasona 10~7M) hasta al menos 96 horas de
cultivo. Sin embargo la comparacién del mantenimiento de
esta actividad metabélica con respecto a la expresién de
las otras vias importantes en el metabolismo de hidratos
de carbono (glucolisis y sintesis de glucégeno), muestra
una pérdida relativamente mAs temprana de la capacidad
gluconeogénica. En este sentido parece que las
condiciones de mantenimiento del hepatocito en cultivo
empleadas no son las mAs adecuadas para la expresién por
tiempos prolongados de ésta funcién. Posiblemente las
condiciones idéneas para mantener en cultivo hepatocitos
capaces de expresar por tiempos prolongados una activa
gluconeogénesis sean aquellas descritas por Probst y col.
(198> para inducir tras 24 horas de cultivo una poblacién
celular similar a 1la periportal hepatica (57,100,
empleando- glucagén como hormona mayoritaria en
concentraciones elevadas (10-®M), en presencia continua
de dexametasona. En estas condiciones se obtiene una
poblacién celular homogénea, con elevada actividad PEPCK
(199).

Nuestras condiciones de cultivo, en presencia de
insulina (10=°M) como hormona mayoritaria <({incluso en
presencia continuada de dexametasona) recuerdan a las
descritas por estos mismos autores (198) para la
induccién de poblaciones semejantes a las perivenosas,
caracterizadas por elevadas actividades PK y GK. Si bien
tras 24 horas de cultivo los hepatocitos presentan una
importante actividad gluconeogénica a partir de
cualquiera de los precursores ensayados, es posible que
el mantenimiento prolongado en cultivo en presencia de
insulina, pero en ausencia de glucagén, contribuya a 1la
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pérdida temprana de 1la capacidad del hepatocito para
sintetizar glucosa. Por otra parte, las condiciones de
cultivo empleadas en este estudio se muestran mas
adecuadas para el mantenimiento prolongado de 1la
actividad glucolitica y 1la capacidad de sintesis y
almacenamiento de glucégeno, tal como se deduce de los
resultados descritos en la parte 2 y 4 de este trabajo.
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4.1. ESTUDIOS EN LAS FASES INICIALES DEL CULTIVO.

La obtencién de un cultivo en condiciones
6ptimas, pasa por una etapa inicial en que las células
recién aisladas han de adaptarse a las condiciones de
cultivo, 1lo que requiere la presencia de una serie de

factores imprescindibles, entre ellos fibronectina e
insulina. En esta etapa por tanto, la composicién del
medio de cultivo no es féacilmente manipulable, sin

comprometer con ello la calidad del cultivo.

En estas fases iniciales estudiamos unicamente la
evolucién del contenido en glucégeno del hepatocito.

4.1.1. Evoluciéon del contenido en glucégeno
durante las primeras horas de cultivo.

Tanto el estado metabdélico previo del animal,
como las condiclones durante el proceso de aislamiento de
las células, influencian el contenido inicial de
glucoégeno de los hepatocitos en cultiva. Los hepatocitos
recién aislados a partir de animales alimentados,
contienen un elevado nivel de glucégeno, que oscilé entre
los 1400 y 700 nmol equivalentes de glucosa/mg en las
distintas suspensiones celulares consideradas, valor
correspondiente a un 5-2,5% de peso de higado fresco.

El valor medio obtenido a partir de numerosas
suspensiones estandarizadas (923 = 59 nmol glucosa/mg) va
a ser considerado a efectos comparativos como "“valor
inicial de la suspensién®.

La Figura 38 analiza la evolucién del contenido
en glucégeno en las horas siguientes a la siembra, de una
suspensién mantenida en el madio habitual de cultivo, y
paralelamente, en el mismo medio de cultivo exento de
insulina. Tras un periodo inicial de 1-3 horas, en que el
contenido en glucégeno se incrementa 1ligeramente, 1los
hepatocitos comienzan a degradar rapidamente su
glucégeno, aun a pesar de la presencia en el medio de
cultivo de 1los factores supuestamente necesarios para
mantener niveles estables de glucégeno en los hepatocitos
(glucosa 10 mM e insulina 10—°M).

Esta depleccién no obstante, es mhs rapida y se
hace mAs acusada en ausencia de la hormona. -
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38,- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN 6LUCOSEN0 DURANTE LAS HORAS
INICIALES  DE CULTIVO, Los hepatocitos, aislados de animales alimentados, se
sembraron e incubaron en medio de cultivo conteniendo (%) o no (OI insulina 10~eH,
Los valores representan la media i D,S, de 4 placas de un experimento representativo,
donde el 100% corresponde al contenido inicial de la suspension, XX (p<0,00D indica
las diferencias significativas respecto dicho contenido inicial,

Tras 24 horas de cultivo en condiciones estandar
(glucosa 10 mM e insulina 10-eM), encontramos un
contenido basal minimo de glucégeno, que oscilé entre los
200 y 50 nmol glucosa/mg dependiendo del cultivo
considerado. En términos relativos este valor se
corresponde con el 0,7-0,2% del peso de higado fresco,
valores comparables a los descritos para el higado del
animal ayunado <262>.

En aquellas células mantenidas en ausencia de
insulina, a las 24 horas encontramos cultivos notablemen-
te deteriorados morfoldégicamente en comparacién a sus
controles (ver apartado 1.1.), con un contenido en
glucégeno que se hace practicamente indetectable con el
método de valoracién empleado (aproximadamente 29,6 *1,0
nmol glucosa/mg) .

Es posible obtener cultivo primario a partir de
suspensiones obtenidas de animales ayunados, si bien 1la
calidad del cultivo va ser menor. La Figura 39 nos
muestra la evolucién del contenido en glucédgeno, en
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presencia y ausencia de insulina 10-eM, tras la siembra
de una suspensidén obtenida de animales sometidos a 24
horas de ayuno.

Observamos en este caso un incremento en el
contenido inicial <98,5 +5, 3 nmol glucosa/mg) provocado
por la hormona, alcanzidndose a las 3-4 horas de la
siembra un valor méximo de 180,8 + 13,6 nmol glucosa/mg,
aproximadamente un 83% superior al inicial. En estas
horas iniciales en presencia de insulina, la sintesis
neta de glucdégeno ocurre de forma lineal, incorporandose
25,1 +2,1 nmol glucosa/mg/hora <r=.993) que posterior-
mente se degrada en las horas siguientes.

200

-
o
=]

D o0 #P o"oMO o &

50

i 2 4 5 6 7 24

HORAS DE CULTIVO

Figura 39,- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN GLUCOGENO DE UNO SUSPENSION
OBTENIDA DE ANIMAL AYUNADO, DURANTE LAS HORAS INICIALES DE CULTIVO, Las células se
incubaron en medio habitual de cultivo conteniendo (*) o no (0) insulina 10~eM, Los
datos (X respecto al contenido inicial de la suspension) representan Ja media i D,S,
de 4 placas correspondientes a un cultivo representativo, XX (p<0,01) representa las
diferencias significativas respecto al contenido inicial de la suspension,

La incubacidén en ausencia de la hormona conlleva
también un ligero incremento significativo del contenido
en glucdégeno, que alcanza los 126,0 +8, 1 nmol glucosa/mg
a las 3 horas de la siembra, como probable respuesta a la
glucosa del medio de cultivo.
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En ambos casos, no obstante, a las 24 horas de
cultivo encontramos valores inferiores a los iniciales y
comparables a los encontrados en los cultivos procedentes
de animales alimentados.

4.1.2. Distribucion celular del glucégeno.

Paralelamente a la determinacién convencional del
contenido en glucégeno, se estimé 1l1la evolucién del
contenido celular individual mediante analisis
citofotométrico de los hepatocitos tras la siembra.

La Figura 40 muestra el contenido en glucégeno
determinado como material PAS-positivo, segan se
describié en Material y Métodos, en series sucesivas de
placas procesadas en las horas siguientes a la siembra en
presencia y ausencia de insulina.

Como podemos observar, las células presentan un
contenido inicial muy elevado, que disminuye
progresivamente, y de forma mucho mAs acusada en la serie
mantenida en ausencia de la hormona. En esta misma serie
también se hace notable el deterioro en la formacién de
la monocapa celular, ya descrito en ausencia de insulina.

En ambas series, a 24 horas de cultivo el
contenido en glucégeno es minimo y ©practicamente
indetectable.

La evaluacién citofotométrica del glucégeno en
estas células dié resultados similares y comparables a
los obtenidos en 1la valoracién del polisacérido, vy
permitié por otra parte determinar 1la distribucién
celular del glucégeno en subpoblaciones de hepatocitos
con distinto contenido. La Figura 41 muestra el analisis
de 1las poblaciones celulares relativas obtenlidas en
cuanto a su contenido en el polisacarido, que se expresa
en unidades arbitrarias de absorcién (U.A.)> por unidad
de superficie celular (um=).

Tras la siembra (1 hora) existe una distribucién
heterogénea del contenido en glucégeno en 1las células,
con tres subpoblaciones mayoritarias. Cuando la hormona
estuvo presente, la distribucidn celular 1inicial se
mantuvo durante las primeras horas, asi como el contenido
en glucégeno. La pérdida de glucégeno, observada muy
tempranamente en ausencia de 1la hormona, ocurrié en
todas subpoblaciones, y supuso un desplazamiento de las
células hacia poblaciones de bajo contenido. '
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Figura 40,- LOCALIZACION CITOQUIHICA DEL GLUCOGENO DURANTE LAS HORAS
INICIALES DE CULTIVO, La Figura nuestra la evolucion del contenido en glucigeno, en
funcién del tienpo y condiciones de cultivo, determinado en este caso cono Material
PAS-positivo, Los hepatocitos, obtenidos de animales alimentados, se sembraron en
presencia 'y ausencia de insulina I10~Bi; a los tiempos indicados, las placas
correspondientes se lavaron y fijaron, conservindose hasta el final del experimento,
momento en que se sometieron a la tincion de FAS (segin se describié en Material y

Métodos),
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Figura 41,- ANALISIS CITOFOTONTRICO DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES
RELATIVAS AL CONIENIDO EN 6LUCG6ENO, Las células se mantuvieron en cultivo en
ausencia de insulina (control) o en presencia de la hormona, A los tiempos indicados,
las placas se fijaron y el contenido en glucigeno se determind citofotometricamente
tras la tincion de FAS, evaluando 20 campos microscopicos (10 células/campo) de 2
placas diferentes,

Este desplazamiento también ocurriria
posteriormente en las células mantenidas en presencia de
insulina. A las 24 horas, préacticamente la totalidad de
la poblacién celular en ambas situaciones se halla
depleccionada de glucdgeno. S6lo en presencia de la
hormona encontramos una pequefia proporcidédn de células con
un contenido bajo pero detectable, responsable del

contenido en glucdégeno valorado en este periodo de
cultivo (Figuras 40 y 41).

4.1.3. Determinacién de 1la actividad glucégeno
fosforilasa tras la siembra celular.

La glucdégeno fosforilasa (GF) es un enzima
interconvertible, regulado hormonalmente, que cataliza el
paso limitante en la degradacidén del glucdgeno (61) .
Existe en dos formas: la forma activa (a) fosforilada, vy
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la forma inactiva (b) defosforilada. En ausencia de
activadores alostéricos tales como el AMP, s6lo la forma
a parece ser activa in vivo. En el higado la actividad GF
total alcanza un valor de 205,0 + 19,2 mU/mg.

Paralelamente a la determinacidén del contenido en
glucdédgeno de los hepatocitos, valoramos 1la actividad GF
total y activa.

La Tabla XVIII muestra los resultados obtenidos,

junto al contenido celular de glucdgeno determinado en el
mismo cultivo, mantenido en condiciones estandar.

Tabla XVIII
ACTIVIDAD ~ GLUCOGENO FOSFORILASA EN LAS HORAS INICIALES DE CULTIVO

6LUC66EN0 FOSFORILASA (mii/ng)

TIEMPO GLUCOGENO

(horas) TOTAL ACTIVA (X) (nmol gluc/mg)
1 197,0 113,6 171,8 15,9 (87) 894,9 1 53,9
I 179,11 11,8 100,0 1 5,1 (57) 203,6 1 19,8
24 160,1 i 12,7 * 166,9 1 7,9 (100) 148,11 17,5

!

La actividad GF total y Ja forma activa del enzima se determinaron en Jas
horas inmediatas a la siembra celular y se expresan como la media i D,S
de 4 placas de un cultivo representativo, (X p<0,05 respecto al valor
encontrado a I hora de Ja siembra), El contenido en glucégeno se determi-
no en placas paralelas pertenecientes al mismo cultivo,

Se observd una ligera disminucidn de la actividad
fosforilasa total a las 24horas de cultivo (p<0,05),
donde el wvalor de 1la actividad enzimdtica corresponde
aproximadamente a un 80% de la inicial.

La GF se halla activada inicialmente en su mayor

parte (87% del total al hora de la siembra) . Cabe
seflalar que este porcentaje inicial de la forma activada
varié ligeramente entre cultivos, encontréandose

oscilaciones entre el 50-90%.

A las 7 horas decultivo, cuando el glucdgeno vya
se ha degradadode forma muy importante, encontramos que
este grado inicial de fosforilasa activa ha disminuido,
suponiendo en el cultivo descrito un 57% de la actividad
GEF total. Paraddéjicamente en las horas posteriores la
actividad fosforilasa a vuelve a aumentar, hasta alcanzar
un 100% de la actividad total detectada.
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4.2. METABOLISMO DEL GLUCO6GENO A LAS 24 HORAS DE CULTIVO.

A las 24 horas de cultivo encontramos al
hepatocito en una situacién comparable a la del higado
del animal ayunado an cuanto a su contenido en glucégeno,
asociada a una elevada capacidad gluconeogénica, como se
desprende de los resultados ya descritos.

Estudiamos en este momento de cultivo el efecto
. de la insulina y de aquellos nutrientes, fundamentalmente
glucosa y precursores de ésta, sobre 1la regulacién a
corto plazo de la sintesis de glucégeno, factores capaces
de regular también 1la oscilacién entre glicolisis/
gluconeogénesis.

Si bien la mayoria de estudios realizados sobre
esta funciémn metabdélica iIin vitro se basan en 1la
determinacién de la velocidad de incorporacién de glucosa
a glucégeno, en nuestro caso se ha estudiado el
almacenamiento como resultado del balance entre
sintesis/degradacién, ya que en altima instancia nos
interesa comprobar en que medida se reproduce en cultivo
el comportamiento del hepatocito in vivo, que es capaz de
conservar durante clierto tiempo el glucégeno que
sintetiza.

4.2.1. Efecto estimulador de la insulina sobre la
sintesis de glucégeno.

En primer lugar determinamos 1la capacidad de
respuesta del hepatocito cultivado a 1la adicidén de
insulina, incrementando su contenido neto en glucégeno.

La adicién de insulina 107°M a los hepatocitos
tras 24 horas de cultivo, resulté en un incremento neto
del contenido en glucégeno, que se hace maximo a las 4
horas de la adicién de la hormona (Figura 42).

El maximo contenido en glucégeno alcanzado como
respuesta a la hormona fué equivalente a 140,9 * 19,0
nmol glucosa/mg en el cultivo descrito, y corresponde a
un nivel del polisacarido un 170% superior (p<0,01) al
encontrado antes de la adicién de la hormona (52,2 £ 1,2
nmol glucosa/mg), y equivalente a un 15% del valor
inicial de la suspensién recién obtenida.
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Figura 42,- EFECTO DE LA ADICION DE INSULINA EN LA ACUMULACION DE
6LUT1%HHWZ Las células se incubaron durante 24 en condiciones estindar de cultivo, Al
inicio del experimento, se adicioné medio de cultivo fresco, conteniendo insulina
I0~eM , Los datos representan el contenido en glucigeno (nmol/mg) en funcion del
tiempo tras la adicion de la hormona, como la media i D,S, de 4 placas
correspondientes a un experimento representativo,

Paralelamente a estas determinaciones, una serie
de placas se incubd en medio fresco de cultivo
conteniendo glucosa 10 mM, pero en ausencia de insulina,
para evaluar la contribucidén espontédnea de la glucosa a
la sintesis de glucbégeno. La Figura 43 muestra la tinciédn
de PAS del contenido en glucbdgeno de los hepatocitos el
las horas siguientes a la adicidén de la hormona, vy en su
ausencia, en comparacidén con el glucdgeno contenido a las
24 horas de cultivo.

Como se puede observar, tras el cambio de medio

en ausencia de la hormona, no encontramos una acumulacidn
neta de glucdgeno.

4.2.1.1. Estudio citofotométrico de la respuesta

del hepatocito a la insulina.

El andlisis citofotométrico de las subpoblaciones

celulares (Figura 44) reveld en este caso que no todas
las células responden a la hormona incrementando su
contenido en glucdégeno. Tras la adicidédn de la hormona,
s6lo una pequefia poblacidén celular (aproximadamente el
20-30% de las células) respondieron incrementando su

contenido en el polisacdrido hasta un valor equivalente
aproximadamente al 50% del contenido méaximo inicial.
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Figwa 43,- LOCALIZACION CI TOQUINICA  DEL ~ GLUCG6EN0  ACUMULADO POR LOS
HEPATOCITOS CULTIVADOS EN RESPUESTA A LA ADICION DE INSULINA, Tras 24 horas de
cultivo en condiciones estindar, series paralelas de placas pertenecientes al mismo
cultivo se incubaron en nuevo medio conteniendo o no insulina 10~eM La fotografia
refleja uinicamente el contenido en glucogeno, detectado 4 y 24 horas después de la
adicion (o né) de la hormona, como material PAS-positivo, dado que no se ha realizado
tincién de contraste, El contenido existente al inicio del experimento (0 horas) es
practicamente indetectable, Tras la renovacién del medio de cultivo sdlo fué posible
visualizar un incremento en el contenido en glucogeno en aquellas células incubadas
en presencia de insulina, mientras que en ausencia de la hormona, pese a la presencia
de glucosa 10 mMen el medio de cultivo, no detectamos en ningin caso acumulacion de
material PAS-positivo, Como podemos observar, el glucégeno acumulado en respuesta a
la hormona (que alcanza su valor mdximo a las 4 horas) se localiza distribuido de
forma heterogénea en la monocapa, donde coexisten hepatocitos fuertemente positivos
junto a células que permanecen pricticamente depleccionadas, La acumulacion de
glucogeno en respuesta a insulina es transitoria, de forma que tras 24 horas de
incubacion el polisacirido ha desaparecido de los hepatocitos y la monocapa es
indistinguible de aquella mantenida en ausencia de insulina,
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Figura 44,- ANALISIS CITOFOTONETRICO DE LA DISTRIBUCION DEL CONTENIDO EN
6LUCOSENO EN SUBPOBLACIONES CELULARES TRAS LA RECARGA EN RESPUESTA A INSULINA, Tras
24 horas de cultivo, las células fueron transferidas a medio fresco de cultivo,
conteniendo o no insulina 10~eM, 4 horas después la distribucion del contenido en
glucogeno se determiné citofotom étricanente tras la tincion de PAS, en las
condiciones descritas en la Figura 4J,

Los hepatocitos cultivados son pues capaces de
responder a la insulina incrementando su contenido en
glucdégeno, sin que medie tratamiento hormonal previo con
glucagdn, si bien la estimulacidén producida por la
hormona es transitoria, con depleccién subsiguiente del
glucdégeno acumulado (Figuras 42 y 43) . E1l cese de la
acumulacién de glucdgeno no puede ser debido a falta de
glucosa externa, ya que ésta permanece sin cambio
apreciable en su concentracidén en este tiempo de cultivo,
disminuyendo aproximadamente hasta 9 mM a las 24 horas de
cultivo (Figura 12, apartado 2.2.1.).

4.2.1.2. Efecto potenciador de la dexametasona
sobre la estimulacidén producida por la

insulina.

La siembra de los hepatocitos en medio de cultivo
conteniendo insulina 10-eM y dexametasona 10—"™¥ no
modificd sensiblemente la degradacidn de glucdgeno
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observada en estas primeras horas de cultivo, si se
compara con el patrén mostrado en presencia de insulina

como uUnica hormona. A las 24 horas de cultivo, los
hepatocitos mantenidos en presencia adicional del
corticoide mostraron, sin embargo, un contenido en
glucégeno significativamente mayor <80,5 *9,1 frente a
52,2 * 1,2 nmol glucosa/mg; p<0,01). La readicién
simulténea de dexametasona lo-"* e insulina 10-eM a las
24 horas de cultivo potencié extraordinariamente el

efecto de 1la insulina sobre la acumulacién de glucégeno,
que fué ademas mas prolongado.

En el experimento descrito en 1la Figura 45,
mostramos el contenido en glucégeno resultado de 1la
incubacién de 1los hepatocitos en presencia de insulina,
sola o en combinacidén con el corticoide.

INSULINA
300

INSULINA Y DEXAMETASONA

0 2 4 6 8

TIEMPO (horas)

45.- EFECTO DE LA SUPLEMENTACIGN (ON DEXAMETASONA EN LA
ACUMULACION DE 6LUCG66EN0O EN RESPUESTA A INSULINA, A Jas 24 (tiempo 0) horas de
cultivo, las células se incubarén en presencia de insulina ;0~eM (barras clarasl, o
en presencia de insulina y dexametasona JO0~7M (barras sombreadas) determinando el
contenido en glucégeno en funcién del tiempo tras la adicion de las hormonas, Los
resultados representan la media i D,S,, y en presencia de dexametasona las
diferencias fueron significativas en todos los casos (p<0,001) respecto al valor
obtenido en ausencia del corticoide,

En contraste con las células control, la
presencia de dexametasona provocd un incremento adicional
del contenido en glucégeno, durante periodos mas
prolongados, alcanzandose tras 8 horas de incubacién un
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INSULINA INSULINA Y DEXAMETASONA

0 HORAS

4 HORAS

8 HORAS

24 HORAS

Figura 48.— LOCALIZACION CITOQUIMICA DEL 6LUCO6EN0 ACUMULADO EN RESPUESTA
A LA ADICION DE INSULINA Y DEXAMETASONA, Los hepatocitos se mantuvieron durante las
24 horas iniciales de cultivo, en medio estindar suplementado o no con dexametasona
10~™M Al inicio del ensayo (0 horas) se adicioné medio fresco, conteniendo insulina,
o insulina y dexametasona (10~eMy 10~7M respectivamente), y el contenido en glucige-
no se localizo citoquimicamente, En aquellas células incubadas en presencia de insu-
lina y dexametasona, el glucogeno se acumulo por periodos mas prolongados, alcanzando
contenidos superiores, si se compara con la serie incubada en presencia de insulina
como unica hormona, La deteccién citoquimica permitié evidenciar la heterogénea
distribucion del polisacarido entre los hepatocitos, semejante a la ya observada en
los controles, En presencia del corticoide tampoco se conservé el glucégeno, aunque a
24 horas encontramos un mayor niimero de células conteniendo material PAS-positivo,
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valor medio de 296,7 + 19,8 nmol glucosa/mg, aproximada-
mente un 500% superior al inicial del experimento que se
muestra, vy equivalente a un 30% del contenido inicial de
la suspensidén recién obtenida.

Como muestra la Figura 46, la respuesta de 1los
hepatocitos en este caso, fué también heterogénea. En
presencia de ambas hormonas, los hepatocitos tampoco
fueron capaces de conservar el glucdégeno acumulado,
encontrando tras 24 horas niveles bédsales minimos.

4.2.1.3. Curva dosis/respuesta de la sintesis de
glucdégeno a la estimulacidn por

insulina.

Cuando evaluamos el glucbdgeno acumulado tras 4
horas de incubacidédn en presencia de concentraciones
crecientes de insulina (Figura 47), encontramos que la
respuesta fué dosis-dependiente.
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Figura 47,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA INSULINA SOBRE LA ACUMULACION DE
GLUCOGENO, El contenido en glucégeno se determiné tras 4 horas de incubacién en
presencia de concentraciones crecientes de la hormona, Los datos representan la media
I D,S, del valor encontrado en 4 placas correspondientes a un experimento
representativo, La significacién estadistica se ha calculado en relacion al contenido
determinado en ausencia de la hormona, (% p<0,05; t% p<0,0!; % p<0,001),
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La hormona ejercié un efecto estimulador de 1la
sintesis de glucotgeno que se refleja en una acumulacién
neta significativa del polisacarido para la concentracioén
10—°M, que podemos considerar fisiolégica si se tiene en
cuenta que en la sangre portal se han descrito
concentraciones de 3 x 10-9M (180).

Debemos seflfalar de nuevo que con la metodologia
empleada detectamos sintesis neta del metabolito. No
descartamos por tanto que 1las dosis inferiores de 1la
hormona puedan ejercer una estimulacién de la velocidad
de incorporacién de glucosa a glucégeno, sin que ésta se
refleje en una acumulacién del polisacarido.

4.2.2. Efecto estimulador de la glucosa sobre la
sintesis de glucégeno.

Evaluamos en primer lugar el efecto de 1la
suplementacién con glucosa del medio de cultivo en
ausencia de estimulacién hormonal.

La Figura 48 muestra la acumulacién de glucégeno
obtenida tras la adicién de glucosa 30 mM a las 24 horas
de cultivo, en comparacién con una serie de placas
mantenidas con una baja concentracién de glucosa (8 mM).

Como se puede observar, la suplementacién del
medio con glucosa produjo una rapida acumulacién de
glucégeno intracelular, que alcanzé su valor maximo a las
4 horas de incubacién (356,6 * 24,3 nmol glucosa/mg).
Este contenido equivale aproximadamente a un 200% del
contenido inicial a las 24 horas de cultivo, y al 45% del
de la suspensién de hepatocitos recién aislados.

El glucdégeno acumulado en respuesta a la
elevacién de la concentracién externa de glucosa,
permanece estable en los hepatocitos hasta al menos 24
horas, momento en que finalizé el ensayo.

La Figura 49 muestra la deteccidén citoquimica del
glucégeno acumulado tras 4 horas de la suplementacién del
medio de cultivo con glucosa 30 mM. Como se puede
observar, tampoco en este caso todas las células
almacenan glucégeno por igual, encontréandose una
distribucién heterogénea de los hepatocitos en cuanto a
su contenido en glucdgenao.
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GLUCOSA 8 mM

GLUCOSA 30 mM

Figura 49,- LOCALIZACION CITOQUIMICA DEL 6LUCG66ENO ACUMULADO EN RESPUESTA
A LA ADICION DE 6LUCOSA, Las condiciones de incubacién corresponden a las descritas
para la Figura 45, La fotografia nuestra el contenido en glucégeno, localizado cono
naterial PAS-positivo, tras 4 horas de incubacion en medio de cultivo carente de
hormonas, que contenia glucosa 8 y 30 mM Como podemos observar, la elevacion de la
concentracion externa de glucosa promueve una importante acumulacion de glucogeno en
los hepatocitos cultivados, La localizaciéon citoquimica mostré que tras la adicidn de
glucosa no todos los hepatocitos incrementan por igual su contenido en el polisacdri-
do; podemos observar un gradacion en cuanto al contenido en glucégeno de los diferen-
tes hepatocitos de la monocapa, donde junto a células fuertemente teiiidas encontramos
otras prdacticamente depleccionadas, Es pués evidente la distribucion heterogénea del
glucégeno acumulado por los hepatocitos cultivados en respuesta a glucosa, pese a las
condiciones homogéneas de incubacién en que se hallan inmersas las células,
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Figura 48 EFECTO DE LA ELEVACION DE LA CONCENTRACION DE 6LUCOSA SOBRE
LA ACUMULACION DE GLUCOGENO, Tras 24 horas de cultivo, series paralelas de placas se
incubaron en conteniendo glucosa 8 (0) y 30 C) mMy en ausencia de estimulacion
hormonal, Los datos representan la media i D.S, de placas cuadruplicadas; en presen-
cia de glucosa 30 mM todas las diferencias resultaron significativas ip<0,001)
respecto al valor inicial, y respecto al valor encontrado en presencia de glucosa 8

mh

4.2.2.1. Curva dosis/respuesta de la glucosa

sobre la acumulacién de glucédgeno.

La Figura 50 muestra 1la cantidad de glucégeno
acumulado tras 4 horas de incubacién en presencia de

concentraciones variables de glucosa. Como puede
observarse, la glucosa estimuléd la acumulacién de
glucégeno en los hepatocitos de una forma
dosis/dependiente, alcanzandose un valor maximo con

glucosa 50 mM, maxima concentracién ensayada (485,6 =%
11,2 nmol glucosa/mg; correspondiente aproximadamente al
52% del contenido inicial de la suspensidén). La mitad del
efecto maximo se alcanzéd en este caso para una
concentracién aproximada de glucosa 21 mM, con una curva
de tipo sigmoide.
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, Figwa 50,- CURVA DOSIS/RESPUESTA DE LA 6LUCOSN SOBRE LN ACUMULACION DE
6LUCOGENO, Tras 24 horas de cultivo, los hepatocitos se incubaron en ausencia de
insulina en atedio conteniendo concentraciones variables de glucosa (entre 8§ y 48 mM),
El contenido en glucogeno se determind en placas caudruplicadas para cada punto, tras
4 horas de incubacion, %Wih (p<0,001) indica las diferencias significativas respecto
al valor encontrado en presencia de la menor concentracion ensayada (8 mfi),

La glucosa ejercié un claro efecto estimulador
para concentraciones superiores a 12 M, produciendo
respuestas en este rango, muy superiores a las obtenidas
con la estimulacién hormonal (Figura 47).

De la grafica se deduce sin embargo, que 1la
glucosa en el rango de concentraciones fisiolébégicas in
vivo, no parece ejercer por si sola en el hepatocito
cultivado un efecto glicogénico importante.

4.2.2.2. Accién combinada de glucosa e insulina

sobre la acumulacién de glucédgeno.

Los hepatocitos responden pues aumentando su
contenido en glucégeno tanto en respuesta a estimulacién
hormonal (en rango fisiolégico) como en respuesta a un
aumento de la glucosa externa, ésta ultima en un rango
suprafisiolégico, sbélo alcanzable in vi tro.



La insulina 10—eM fué capaz de incrementar
significativamente el contenido intracelular de glucégeno
en presencia de glucosa 10 mM (Figura 47), concentracién
que por si sola no ejercié6 efecto significativo en 1la
estimulacién de 1la acumulacién neta de glucégeno (Figura
50)

A continuacién estudiamos el grado de
estimulacién producido por la misma concentracién de la
hormona (10~eM) tras 4 horas de incubacién en presencia
de concentraciones variables de glucosa (8-48 mM) . Los
resultados se muestran en la Figura 51.

200 r

8 10 12 18 28 48

GLUCOSA (mM)

Figura 5 1 EFECTO DE LA INSULINA EN LA ACUMULACION DE GLUCOGENO FRENTE A
CONCENTRACIONES VARIABLES DE 6LUCOSA, El glucigeno acumulado se determino tras 4
horas de incubacion en medio de cultivo conteniendo concentraciones variables de
glucosa, en presencia o no de insulina !0~eM EI glucigeno acumulado en respuesta a
la hormona (barra clara) se ha representado como % respecto al encontrado en ausencia
de insulina (barra sombreada), para cada una de las concentraciones de glucosa
ensayadas, X (p<0,05), XX (p<0,01) y XXX (p<0,001) representan incrementos
estadisticamente significativos respecto al control correspondiente,

Como vimos en el apartado 4.2.2.1. (Figura 50),
la acumulacién de glucédgeno en respuesta a la elevacién
de la concentracién externa de glucosa entre 12-50 mM, es
importante. Teniendo en cuenta este hecho, y para facili-
tar la comparacién del grado de estimulacién producido
por la hormona frente a las diferentes concentraciones de
glucosa, en la Figura 51 se ha referido el contenido en
glucégeno alcanzado en ausencia de la hormona como 100%,
en todas las variables (barra sombreada) . La cantidad de
glucégeno sintetizado en respuesta a la hormona (barra
clara) se ha representado entonces como % respecto al
valor correspondiente encontrado en su ausencia.
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El mayor porcentaje de estimulacién producido por
insulina se encontré en presencia de glucosa 10 mnM,
situacién en que se acumulé aproximadamente un 50% mas de
glucégeno que el encontrado en ausencia de la hormona. La
respuesta a la insulina fué comparable en presencia de
glucosa 12 y 18 mM.

En presencia de concentraciones mAas elevadas de
glucosa, donde la estimulacién producida por el propio
sustrato fué muy importante (Figura 50>, la hormona fué
incapaz de provocar un incremento adicional en el
contenido en glucégeno.

De modo semejante, para concentraciones externas

de glucosa inferiores a 10 mN, la respuesta del
hepatocito cultivado a la insulina, tampoco se traduce en
un incremento neto significativo del contenido

intracelular de glucégena.

4.2.3. Sintesis de glucégeno a partir de
precursores gluconeogénicos.

De la misma manera, se ha estudiado la capacidad
del hepatocito cultivado para sintetizar y acumular
glucégeno por gluconeogénesis a partir de precursores de
la glucosa. Como primera aproximacién determinamos 1la
cantidad de glucégeno acumulado tras 4 Thoras de
incubacién en medio de cultivo suplementado con lactato
10 mM y fructosa 10 mM, en ausencia de estimulacién
hormonal, que comparamos con 1la actidad de glucégeno
almacenado por las células incubadas durante este mismo
periodo en presencia de glucosa 10 y 20 mM. La Figura 52
muestra los resultados obtenidos.

Observamos un incremento considerable del
contenido en glucégeno en aquellas células incubadas en
presencia de los precursores gluconeogénicos. La adicién
de lactato supone un 1ncremento del 100% sobre el
contenido en glucégeno en su ausencia. Con fructosa en
estas mismas condiciones, produce un incremento del 200%
sobre el contenido de los hepatocitos incubados
unicamente con glucosa 10 mM.

A partir de ambos precursores se sintetizé y
acumulé glucégeno en cantidad notablemente superior a la
almacenada a partir de glucosa 20 mM (con p<0,05 para el
lactato y p<0,001 para la incubacién en presencia de
fructosay.
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 Figura 52,- EFECIO DE LA SUPLEMENTACION CON LACTATO O FRUCTOSA SOBRE LA
ACUMULACION DE GLUCOGENO, El contenido en glucégeno se determind tras 4 horas de
incubacién en presencia de los sustratos indicados, y en ausencia de estimulacion
hormonal, El incremento encontrado en presencia de lactato o fructosa resulté
estadisticamente significativo (p<0,00J) respecto al contenido determinado en
presencia de glucosa JO mM

4.2.3.1. Efecto del lactato sobre la acumulacién

de glucégeno.

Determinamos a continuacién 1la evolucién del
contenido en glucégeno como funcién del tiempo tras 1la
adicién del precursor, comparando en este caso la
acumulacién de glucégeno obtenida frente a glucosa 10 mM,
Yy glucosa 10 mM mas lactato 10 mM, como precursor
fisiolégico tras el ayuno in vivo. La Figura 53 muestra
los resultados obtenidos. La suplementacién del medio de
cultivo con lactato conlleva una réapida acumulacién del
polisacéarido de forma 1lineal durante al menos 8 horas
<34,1 2,5 nmol glucosa/mg acumulados por hora; r=.998).
Tras este, periodo de incubacién los hepatocitos
cultivados han almacenado 470,1 * 30,0 nmol glucosa/mg,
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valor equivalente al 50% del contenido inicial de 1la
suspensién recién obtenida.
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Figura 53.- EFECTO DE LA ADICION DE LACTATO SOBRE LA ACUMULACION DE
6LUCOSENO, Los datos representan el contenido en glucigeno en funcién del tiempo de
incubaciéon en presencia de glucosa 10 mM O 'y glucosa 10 uM + lactato 10 nM (W, y
en ausencia de estimulo hormonal, En todos los puntos, el contenido encontrado en
presencia de lactato resulté significativamente mayor que el encontrado inicialmente,
y el valorado en presencia de glucosa (p<0,00;),

En las horas siguientes, comienza a degradarse en
parte este glucégeno, aunque tras 24 horas los
hepatocitos mantenidos en presencia de lactato contienen
glucégeno en cantidad significativamente superior a 1la
encontrada en ausencia de lactato (187,0 * 11,4 frente a
140,7 * 11,3 nmol glucosa/mg; p<0,01>.

Como muestra la Figura 54, el glucégeno acumulado
tras 4 horas de incubacién en medio de cultivo
suplementado con lactato 10 mM, tampoco se reparte de
forma equivalente en todos los hepatocitos, encontrandose
una distribucién heterogénea del contenido en el
polisacarido entre las distintas células.
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:ﬁgma54,—LOCALIZACION CITOQUfMICA DEL 6LUCOSENO ACUMULADO EN RESPUESTA
A LA ADICION DE LACTATO, Tras 24 horas da cultivo en condiciones estindar, las
células se incubaron en medio fresco (conteniendo glucosa 10 mM) carente de hormonas,
complementado o no con lactato 10 mM La fotografia muestra el contenido en glucigeno
(visualizado como material PAS-positivo) existente en ambas series, tras 4 horas de
incubacion, A la vez que es posible observar una importante recarga de glucégeno en
aquellas células incubadas en medio suplementado con lactato, la localizacion
citoquimica del glucogeno permite la comparacion del polisacarido almacenado
individualmente por cada célula; a semejanza de la descrito para la sintesis
estimulada por hormonas (Figuras 43 y 46) o por glucosa (Figura 49), también en este

caso se detecté una  distribucion heterogénea del glucégeno acumulado por los
hepatocitos,
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4.2.3.2. Efecto del lactato sobre el contenido

celular de fructosa 2,6-bifosfato.

A diferencia de 1los otros efectores estudiadas,
la acumulacidén de glucdgeno a partir de lactato requiere
una actividad gluconeogénica sostenida por parte del
hepatocito. Por los experimentos descritos en los
apartados 3.1.1.1. vy 3.1.1.2., conocemos que a 24 horas
de cultivo el hepatocito presenta una elevada capacidad
gluconeogénica, mediada por la disminucidén de los niveles
intracelulares de F-2,6-P2 que provocan los precursores
gluconeogénicos en ausencia de cualquier otro sustrato.

Nos preguntamos ahora si incluso en presencia de
glucosa 10 mM, situacidén en que los valores de F-2,6-Ps>
permanecen estables seguin se describidé en el apartado

2.2,3.2., la adicidén de lactato al medio de cultivo
provocaria la disminucién del contenido en F-2,6-P2>
necesaria para permitir una gluconeogénesis neta. La

Figura 55 confirma esta suposicidén, mostrando la existen-
cia de una disminucidédn progresiva en el contenido intra-
celular de F-2,6-Ps> provocada por la adicidén de lactato
10 mM al medio de cultivo conteniendo glucosa 10 mM.
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Figura 55,- EFECTO DE Lii ADICION DE LACTATO EN EL CONTENIDO INTRACELULAR
DE FRUCTOSA 2,6-BIFOSFAT0, Tras 24 horas ce cultivo, los hepatoritos se incubaron en
ausencia de estimilo homvral, en medio ce cultivo conteniendo gluccsa JO mfA (©) o
bien glucosa JO nfi + lactato 10 mA (¢), A los tiempos indicadbs se determiné el
contenicdb en F-2,6-Fs tai cand se indicd en Material y Métodos, en placas
quintyplicadas ce un mismo aultivo, %%t (p<0,001) indica disminucidn significativa,
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Incluso en presencia de glucosa, el lactato
ejercié un efecto directo disminuyendo progresivamente la
F-2,6-P= intracelular. Esta es ya significativa a los 30
minutos de la adicién de lactato (p<0,001>, llegando a
alcanzar niveles propios del animal ayunado (11,9 %= 2,1
pmol/mg) a los 120 minutos de incubacién en presencia de
glucosa y lactato. Estas observaciones permiten concluir,
aunque de forma indirecta, que el flujo gluconeogénico
pueda ser activo en el periodo en que detectamos sintesis
de glucégeno.

4.2.4. Efecto modulador de la glucosa sobre la
acumulacién de glucégeno estimulada por
por insulina y lactato.

Como hemos visto, a las 24 horas de cultivo los
hepatocitos son capaces de resintetizar y almacenar
glucégeno en respuesta a diferentes moduladores. Los
resultados expuestos hasta ahora también mostraron que en
presencia de concentraciones fisiolégicas de glucosa,
sé6lo la insulina y fundamentalmente 1los precursores
gluconeogénicos, Juegan un papel dimportante en 1la
sintesis de glucégeno in vitro.

Nos preguntamos ahora cual era el papel real de
la glucosa en la sintesis de glucégeno por el hepatocito
in vivo. En los experimentos que se describen en este
apartado intentamos reproducir in vitro la situacién en
que se encuentra el hepatocito in vivo en el ayuno, y
tras la realimentacién, en cuanto al aporte de glucosa
externa.

Tras 24 horas de cultivo en condiciones estandar,
transferimos los hepatocitos a medio de cultivo
conteniendo dos concentraciones distintas de glucosa, 8 y
10 mM, valores medios obtenidos en nuestro laboratorio
para 1la concentracién portal del animal ayunado vy
realimentado con el pilenso standar <(descrito en Material
y Métodos), que son comparables al valor medio descrito
por distintos autores para la sangre portal del animal
ayunado y realimentado (56, 245). En ambos casos
estudiamos a continuacién la capacidad de insulina y
lactato para promover sintesis neta de glucégeno.

La Figura 56 muestra la curva dosis/respuesta a
la insulina obtenida en presencia de ambas
concentraciones de glucosa, tras 4 horas de incubacién.
Expresamos en este caso el contenido en glucégeno como
porcentaje respecto al contenido inicial determinado
antes de la adicién de la hormona.
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Figura 56,- (URVA DOSIS/RESPEUESTA A IA INSULINA EN IA ACUMILACION DE
GLUCOREND A PARTIR DE CONCENIRACIONES FISIOL66ICAS LE A0SR, El contenido en
glucdgeno se determind tras 4 horas ce la adicidn de concentraciones variables ce la
hormona a series cde placas mantenidas en medio conteniendo glucosa S (M) y 10 (°) nij
A efectos camparativos los datos (media 1 D,S, e 4-5 placas) se han representacd
camw § respecto al glucogeno contenido al inicio del ensayo,

En ausencia de la hormona este contenido inicial
permanece estable cuando las células son 1incubadas en
presencia de glucosa 10 mM. Sin embargo, al disminuir la
concentracidn externa de glucosa, se observd una
degradacidén adicional de al menos el 30% del glucdgeno
que contenian las células a 24 horas de cultivo.

La adicidén de insulina en presencia de glucosa
8 mM no fué <capaz de evitar la degradacién neta de
glucdgeno durante la incubaciédn, hasta alcanzar la
concentracién 10—GM. Para esta concentracidn y
concentraciones superiores, el maximo efecto encontrado
tras la adicién de la hormona, supuso el mantenimiento
del contenido inicial como valor estable durante las 4
horas de incubacién.

S6lo en presencia de concentraciones externas de
glucosa semejantes a la de la porta en el animal
alimentado, encontramos que el efecto de la insulina se
traduce finalmente en un incremento neto del contenido en
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glucégeno del hepatocito, que, como ya vimos es
significativo para concentraciones de insulina de
alrededor de 10“3M.

Del mismo modo, la concentracidén externa de
glucosa modulé la acumulacién de glucdégeno producida tras
la incubacién con lactato.

La Figura 57 muestra comparativamente los
resultados obtenidos en 1la variacién del contenido en
glucégeno producida por la adicién de insulina y lactato
a monocapas incubadas con ambas concentraciones de
glucosa. Cabe sefialar, que en ausencia de glucosa
externa, la glucosa producida por gluconeogénesis a
partir de lactato, deriva en su totalidad hacia glucosa
liberada al medio de cultivo (apartado 3.1.1.3.), con
simultédnea disminucién del contenido en glucégeno.

VARIACION EN EL CONTENIDO EN GLUCOGENO (%)

DEGRADACION/SINTESIS DEGRADACION/SINTESIS
100 50 0 50 100 100 50 0 50 100
1 1 1 il r
T
GLUCOSA 8 mM
L b*
GLUCOSA IOmM
o CONTROL 1 I CONTROL
INSULINA 10 ®M 01 LACTATO 10 mM

Figura 57,- VARIACION EN ELCONTENIDO EN 6LUCO6ENO PRODUCIDA POR INSULINA
0 LACTATO EN PRESENCIA DE GLUCOSA 8 Y JO afi, Los datos muestran la variacion en el
contenido en glucégeno (como t vrespecto al contenido inicial) tras 4 horas de
incubacion en presencia de glucosa 8y ;0 mM y de insulina (10~eN) o lactato 10 mM
X (p<0,05) y XXX (p<0,001) indicanlas diferencias significativas respecto a los
controles correspondientes,

En presencia de glucosa 8 mM, la adicién de
lactato contribuye, de forma significativa, a una menor
degradacién neta de glucégeno. Sin embargo, de modo
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parecido a lo observado con insulina, s6lo en presencia
de una concentracién externa de glucosa 10 mM, la adicioén
de lactato 10 mM provoca un incremento neto del contenido
en glucégeno.

Esta acumulacién del polisacarido debida al
precursor gluconeogénico fué cuantitativamente superior a
la que produjo la hormona, ya que tras la adicidn de la
hormona se alcanza un mAximo contenido a las 4 horas de
incubacién, mientras que 1la acumulacién de glucégeno
promovida por el lactato se mantiene de forma 1lineal y
alcanza su valor maximo a las 8 horas de incubacién.
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4.3. MANTENIMIENTO DE LA CAPACIDAD DE ACUMULACION DE
GLUCO6GENO DURANTE PERIODOS PROLONGADOS DE CULTIVO.

La evolucion de 1la capacidad de sintesis y
almacenamiento de glucégeno por periodos prolongados de
cultivo, y la influencia de las propias condiciones de
cultivo sobre esta funcién del hepatocito, se estudid
evaluando . la .capacidad - de -respuesta hormonal a 1la
insulina incrementando el contenido neto en glucégeno.

4.3.1. Efecto de la insulina en la capacidad para
acumular glucégeno durante el desarrocllo
del cultivo.

Una vez determinado el efecto de 1la insulina
sobre el almacenamiento de glucégeno a las 24 horas de
cultivo, estudiamos 1la capacidad de 1las células para
almacenar glucégeno en respuesta a la hormona como
funcién de las condiciones y tiempo de cultivo.

En estos experimentos, una serie de placas se
mantuvo durante el periodo completo de cultivo en medio
basal (suplementado con insulina 10—=M) renovado
diariamente, mientras que una serie paralela del mismo
cultivo se mantuvo durante el mismo periodo en medio
carente de insulina, que también se renové diariamente.
En ambos casos se determiné la capacidad de respuesta a
la hormona, en el 22, 32 y 42 dia de cultivo.

La determinacién diaria de 1la respuesta a la
hormona, se realizé en ambos casos valorando el contenido
en glucégeno de los hepatocitos antes y 4 horas después
de la adicién de la hormona, momento en que se alcanza la
acumulacién mAaxima del polisacarido por accién de 1la
insulina (Figura 42). La Figura 58 muestra los resultados
obtenidos.

Cuando el cultivo se mantuvo durante el periodo
completo de incubacién, en medio suplementado con
insulina 10—®M (Figura 58A), 1las células respondieron
diariamente a la hormona incrementando su contenido en
glucégeno al menos hasta el cuarto dia de cultivo. En
términos relativos, si se considera como 100% la sintesis
neta de glucégeno oaobtenida en estas condiciones al
segundo dia de cultivo, a tercer y cuarto dia obtenemos
comparativamente un 115 y un 85% respectivamente.
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Figura 58,— EFECTO DE LA INSULINA EN EL MANTENIMIENTO DE LA CAPACIDAD DE
SINTESIS DE 6LUCO6ENO DURANTE TIEMPOS PROLON6ADOS DE CULTIVO, A) Células mantenidas
en presencia  continua de insulina fO~*M, B) Células mantenidas durante el periodo
completo de cultivo, hasta el inicio del experimento, en ausencia de insulina, Cada
dia, al inicio del ensayo, se incorporé insulina 10~eM a monocapas correspondientes
de cada serie, El contenido en glucdgeno se determiné antes (barras claras) y 4 horas
después (barras sombreadas) de la adicion de la hormona, Los valores son la media i
D,S, de 4 placas diferentes,

En contraste, en aquellos cultivos mantenidos en
ausencia de la hormona, los hepatocitos perdieron su
capacidad de almacenamiento de glucdgeno en respuesta a
la hormona al segundo dia de cultivo (Figura b58B)

El mantenimiento de los hepatocitos cultivados en
medio carente de insulina, se acompafia por otra parte con
una pérdida rapida de proteina celular, dgue acorta la
vida del cultivo.

4.3.2. Estudio de la actividad glucdégeno
fosforilasa a 1lo 1largo del tiempo en
cultivo.

Como hemos wvisto, en condiciones estédndar de
cultivo, los hepatocitos mantienen su capacidad de
sintesis de glucdégeno en respuesta a insulina durante al
menos 72 horas de cultivo. Paralelamente estudiamos la
evolucién de la actividad glucdégeno fosforilasa (GF) ,

enzima responsable de la degradacidén de glucdgeno.

- 286 -



La Figura 59 muestra la actividad fosforilasa
total de los hepatocitos cultivados, en funcidén del
tiempo de cultivo, asi como la actividad fosforilasa g
determinada en estas mismas células.

A las 24 horas de cultivo se observé una ligera
pero significativa <p<0,05) disminucidén de la actividad
fosforilasa total, que a las 48 horas de cultivo aumenta
de nuevo alcanzando un valor equivalente al inicial, vy
comparable al del higado in vivo <192,4 + 11,7 mU/mg
frente a las 205,0 + 19,2 mU/mg valoradas en homogenado
de higado) .

ACIIVA

HRAS DE ALIVO

Figura 59,- EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD GLUCOGENO FOSFORILASA EN FUNCION
DEL TIEMPO DE CULTIVO, Los hepatocitos se mantuvieron durante el periodo completo de
cultivo en condiciones estindar, A las horas indicadas, se determiné la actividad 6F
total y activa presente en las monocapas, Los datos (mU/mg) corresponden al valor
medio i S,0, de 4 placas,

A las 72 horas de cultivo, la actividad GF total
aumentd de nuevo significativamente (p<0,01) hasta un
valor un 38% superior al encontrado en el hepatocito 1
hora después de la siembra

Diariamente se valoré en los mismos homogenados
celulares la actividad fosforilasa a. En el momento de la
siembra, ésta alcanzdé un valor equivalente al 87% de 1la
actividad GF total valorada.

A las 24 horas de cultivo toda 1la actividad

fosforilasa se encuentra en su forma activada, mientras
que a las 48 vy 72 horas el porcentaje de la forma a
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disminuyé considerablemente hasta alcanzar el 58 y 18% de
la actividad total, respectivamente.

En 1la Tabla XIX se recogen los valores de
actividad GF total y activa determinados a las 24 y 48
horas de cultivo y en las horas siguientes al cambio de
medio efectuado en ese momento de cultivo.

Tabla XIX
EVOLUCIO]Y DE LA ACTIVIDAD GLUCOGENO FOSFORILASA TOTAL Y ACTIVA TRAS LA
RENOVACION DIARIA DEL NEDIO DE CULTIVO,

GLUOOGEND FOSFCRIIASA  (niJ/mg)

TIEMEO | E 1A FCRA
(horas) TOTAL ACTTVA ACTTVA
24 : 16,1 * 12,7 166,9 + 7,6 105,1 + 11,4
+4 173,2 + 9,4 109,6 i 13,2 63,1 + 4,6 *
+5 195,6 + 23,3 101,6 i 10,1 52,3+ 4,8 **
+6 2001 i 52* 81 +120 46,9 4,1 *
48 : 12,4 i 11,7 112,1 + 10,8 58,2 £+ 2,5
+4 223,5 + 12,7 74,9 + 11,6 31,4 £4,9 *
+6 252,4+21,4 % 551+ 41 21,8 +1,6%*
” ; 272,00 15,3 48,0+ 71 17,6 i 2,6

La actividad 6F total y activa se determiné diariamente antes y después
de la renovacién del medio de cultivo, Los datos respresentan el valor
medio 4 D,S, de 4 placas, X (p<0,08) y XX (p<0,01) muestran las diferen-
cias significativas respecto al valor encontrado diariamente antes del
cambio de medio,

Podemos observar que la actividad GF total
aumenta tras el cambio de medio realizado a las 24 horas
de cultivo, alcanzando 6 horas después un valor
aproximadamente un 25% superior al inicial <p<0,05), que
es estable hasta las 48 horas de cultivo.

Se observa paralelamente una disminucién
significativa de 1la actividad fosforilasa 4, que a las 6
horas de la renovacién del medio equivale a un 47% de 1la
actividad GF total (p<0,01 respecto al 100% encontrado a
24 horas).

Esta disminucién de la actividad GF « parece ser
independiente de 1la presencia de insulina puesto que,
cuando las células se transfirieron a las 24 horas de
cultivo a medio fresco en ausencia de 1la hormona, se
observé también una disminucién en la proporcién de
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fosforilasa activa, comparable a la ya descrita en las
condiciones habituales de cultivo. A 1las 4 horas en
ausencia de insulina, la fosforilasa a era equivalente al
66,9 £ 8,0% de la actividad GF total, que no difiere
significativamente del 63,1 + 4,6% encontrado en
presencia de insulina.

A las 48 horas de cultivo, y tras el cambio de
medio, la actividad GF total volvid a aumentar
significativamente, alcanzando a las 6 horas de 1la
renovacién del medio un  valor - aproximadamente un 30%
superior al determinado antes del cambio de medio, que se
. mantuvo de nuevo estable hasta las 72 horas de cultiva..

El porcentaje de forma activa del enzima
encontrado a 48 horas de cultivo (58%) disminuyé de nuevo
con la renovacién del medio, hasta los valores minimos de
actividad fosforilasa a encontrados finalmente a las 72
horas de cultivo (18% de la actividad total).
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En los Gltimos afilos, numerosos laboratorios se
han interesado en el estudio del metabolismo del
glucégeno en el hepatocito cultivado (31,275,276,186,189—
182) y de la influencia de diversos factores hormonales y
nutricionales sobre la expresién Iin vitro de esta funcién
caracteristica de la célula hepatica adulta. Sin embargo,
la comparacién de 1los resultados descritos en los
diversos estudios en 'cuanto a la importancia relativa de
la glucosa, hormonas (insulina y corticoides) y otros
factores nutricionales en la acumulacién de glucégeno,
muestra a menudo interpretaciones contradictorias, que en
parte pueden ser debidas a las distintas y particulares
condiciones de cultivo empleadas.

En el presente trabajo hemos realizado por una
parte, un estudio sistemitico de los efectos sobre 1la
glicogénesis en cultivo de aquellos factores responsables
de la sintesis de glucogeno in vivo, a fin de determinar
las condiciones necesarias para que el Thepatocito
cultivado sea capaz de acumular glucégeno, y el tiempo
real de cultivo en que las células expresan esta funcién
diferenciada. Por otra parte, el efecto de los distintos
factores se ha determinado en el rango fisiolégico
teniendo presente como Gltimo objetivo la comparacién de
su importancia relativa en la glicogénesis in vitro en
relacién con su posible papel en la sintesis de glucégeno
in vivo,

1. METABOLISMO DEL GLUCAGGENO DURANTE LAS HORAS INICIALES
DE CULTIVO.

La suspensién inicial de hepatocitos contiene
elevados niveles de glucégeno, como corresponde a células
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aisladas en las horas inmediatas al periodo nocturno de
alimentacioén (145>, lo que habla en favor de las
condiciones de aislamiento empleadas.

Los estudios realizados tras la siembra celular
mostraron que el hepatocito deplecciona répidamente su
glucégeno (Figura 38>, tal como ha sido observado por
otros autores (190,277) para hepatocitos mantenidos en
cultivo en ausencia de suero bovino fetal. La presencia
de insulina en el medio de cultivo no evité la pérdida
progresiva del glucégeno. Tras 3-4 horas en las que se
observé un incremento en respuesta a 1la hormona,
encontramos wuna neta y rapida glicogenolisis que
disminuye el contenido intracelular en el polisacéarido
hasta niveles que, a 24 horas de cultivo, son comparables
2 los del animal ayunado (262).

Algunos autores (186) han sugerido que el estado
metabélico del animal en el momento del aislamiento puede
influenciar su capacidad de acumular glucégeno en estas
horas 1iniciales de cultivo. Sin embargo, nuestros
resultados no parecen apoyar esta idea, ya que cuando se
emplearon hepatocitos obtenidos de ratas ayunadas, las
células tampoco fueron capaces de incrementar su
contenido en glucégeno a partir de 1la glucosa 10 mM
contenida en el medio y sélo respondieron a la insulina
de forma comparable a la encontrada en los hepatocitos
procedentes de animales alimentados (Figura 39). En ambos
casos, la respuesta glicogénica a 1la 1insulina es
transitoria, y el resultado final es que los hepatocitos
depleccionan réapidamente su contenido en glucégeno, tal
como ocurre en ausencia de la hormona.

Destaca el hecho de que en nuestras condiciones
de cultivo es posible detectar respuesta a la insulina
desde las horas iniciales de cultivo, a diferencia de 1la
falta de respuesta a 1la hormona observada por otros
laboratorios (31,128) probablemente como consecuencia de
posibles lesiones sufridas en 1la superficie celular
durante el proceso de aislamiento.

8i se considera que 1la glucosa externa en el
medio de cultivo es comparable a la glicemia postprandial
del animal in vivo, no es facil explicar esta depleccién
masiva del glucégeno en el hepatocito cultivado, y hasta
el momento no existen datos en la bibliografia que puedan
aclarar esta cuestién.

La glucégeno fosforilasa (GF), enzima responsable
de la degradacién de glucdégeno (61>, se encuentra en su
forma activa en muy elevada proporcién en el hepatocito
recién aislado probablemente a causa de la posible anoxia
parcial que ocasiona la anestesia (136) y las operaciones
de aislamiento celular (3). La actividad GF a disminuyé
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sin embargo gradualmente durante las primeras 7 horas que
siguen a 1la siembra celular, 1lo que no parece en
principio compatible <con la masiva degradacién de
glucégeno observada en este mismo periodo.

Simultédneamente, tal como se describié en el
apartado 2.1., en las horas iniciales de cultivo
encontramos - también una ‘elevada produccién de lactico,
originada posiblemente por la elevacién répida y acusada
del AMP intracelular, importante efector alostérico
positivo de la PFK 1, en presencia de F-2,6-P=.

El AMP, cuyo contenido aumenta en €l hepataocito
desde el momento de la siembra celular (Figura 11 y Tabla
V), podria estar también implicado en la estimulacidén de
la degradacién de glucdégeno en las horas i1niciales de
cultivo, dado su importante efecto como activador de la
fosforilasa a (especialmente en presencia de glucosa) vy,
lo que parece mis importante en este caso, de 1la
fosforilasa b (61,132). A través de este mecanismo, 1la
elevacién en el contenido intracelular de AMP explicaria
la rapida glucogenolisis encontrada inicialmente en 1los
cultivos mantenidos en ausencia de insulina. Asi mismo,
el 1incremento en el contenido del nucleétido puede
también contribuir a la degradacién masiva del
polisacarido observada mids tardiamente en aquellas
células sembradas en presencia de insulina 107®M ya que,
si bien existe un cierto desfase +temporal, el AMP
permanece a concentraciones elevadas durante al menos las
7-8 horas iniciales de cultivo.

Un comportamiento semejante al aqui descrito se
ha observado en el higado y el hepatocito aisladao en
situaciones de hipoxia y anoxia (237,238,278), donde
ambas fosforilasas son activadas inicialmente por un
rapido incremento en AMP, y donde se observa también una
masiva glicogenolisis, asociada a una elevada actividad
glucolitica, a pesar de que la actividad GF a vuelve de
nuevo a valores normales como consecuencia de la
acumulacién de glucosa intracelular.

El AMP se considera como la sefial extramitocon-
drial mis importante del estado de oxigenacién celular y,
aunque no estéd establecido claramente, se ha sugerido que
en la hipoxia se origina a partir del ADP via miokinasa
(61>. En las horas iniciales de cultivo, el contenido
intracelular de ADP evolucioné de forma paralela al de
AMP aunque con menor incremento relativo sobre el valor
inicial. A diferencia de la situacién de anoxia/hipoxia
hepatica 1la elevacién de ambos nucledétidos en el
hepatocito cultivado ocurre mis lentamente y se mantienen
niveles elevados durante ©periodos més prolongados,
mientras que los niveles de ATP permanecen constantes. La
elevada actividad glucolitica celular contribuiria en
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este estadio al mantenimiento del contenido intracelular
de ATP. Queda por elucidar no obstante cual es la causa
ultima del incremento en ADP y AMP.

A pesar de que el hepatocito se mantiene en
condiciones de normoxia, frente a un 20% de Oz, la
explicacién mAhs plausible en este caso parece ser, tal
como se sugirié en la Discusién de la parte 2, un elevado
consumo de ATP en esta etapa de cultivo, que excede 1) la
capacidad de la fosforilacién oxidativa, o bien 2) una
relativa hipoxia parcial sostenida provocada por un
elevado consumo de Oz que supera la velocidad de difusién
del gas a través de la capa acuosa hasta el hepatocito.

Cabe sefialar que en el inicio del cultivo 1los
requerimientos energéticos son particularmente elevados
en comparacién con cualquier etapa posterior del cultivo,
dado que la formacién de la monocapa celular conlleva
sintesis de nuevas estructuras y reorganizacién del
citoesqueleto celular, procesos que requieren sintesis de
proteinas 46>, que es a su vez particularmente
dependiente de energia (236). El1 propio glucégeno es una
de las fuentes de energia mAs importantes del hepatocito,
y algunos autores (7)) han sugerido que sé6lo las células
con elevado contenido en el polisachdrido son capaces de
mantener tasas elevadas de sintesis proteica.

El balance final de estas primeras 24 horas de
cultivo, es la depleccién practicamente total del
glucégeno contenido en las células, con variacién minima
de la concentracién externa de glucosa.

2.ESTIMULACION A CORTO PLAZO DE LA ACUMULACION DE
GLUCO6GENQO EN EL HEPATOCITO CULTIVADO.

Tras 24 horas de cultivo, 1los hepatocitos se
encuentran en situacién semejante a la del ayuno, desde
el punto de vista de su contenido en glucégeno, con una
elevada capacidad gluconeogénica (parte 3). El objetivo
principal de nuestro trabajo fué determinar los requeri-
mientos hormonales y nutricionales necesarios para promo-
ver sintesis neta de glucégeno en el hepatocito cultivado
y su relacién con la sintesis de glucégeno in vivo.

El mecanismo bioquimico por el que se sintetiza y
degrada glucégeno In vivo en el higado se conoce can
considerable detalle (revisado en 52,54,61) siendo 1la
glucégeno sintasa (GS) y la glucégeno fosforilasa (GF)
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los enzimas responsables de la sintesis y degradacién del
polisacarido. Ambas actividades estan determinadas en
Gltima instancia por su estado de fosforilacién, regulado
por accién hormonal, y por la presencia de distintos
efectores como son la propia glucosa o los nucledtidos
adenilicos. Sin embargo, la regulacién a corto plazo in
vivo de 1la sintesis de glucégeno, y 1la importancia
relativa de los distintos factores implicados, es en la
actualidad objeto de estudio (165,170,279).

El conocimiento del control de 1los procesos
metabélicos celulares va a estar indudablemente apoyado
en ultima instancia por la utilizacién .de. modelos
‘celulares alternativos. Bajo esta perspectiva, el
hepatocito cultivado nos va a permitir la comparacién de
la accién de hormonas y nutrientes, solos o©O en
combinacién, en concentraciones fisiolégicamente
significativas, lejos de 1la 1interferencia de otros
factores dificilmente controlables en los estudios iIn
vivo, aportando nuevos datos relativos a la regulacién de
la sintesis de glucégeno tras el ayuno Iin vivo.

2.1. Efecto estimulador de la glucosa.

La concentracién de glucosa es uno de 1los
factores considerados mAs importantes en el control de 1la
glicogénesis iIin vivo (61,53). También en cultivo, tal
como han descrito previamente varios 1laboratorios
(186, 189, 192>, la elevacion de la concentracién
extracelular de glucosa en el medio de cultivo a 30 mM es
capaz de provocar una acumulacién neta de glucégeno
(Figura 48), que alcanza ya a las 4 horas valores
estables durante al menos 24 horas.

Clasicamente se considera que la glucosa estimula
la sintesis de glucédgeno permitiendo la defosforilacién y
por tanto activacion de la GS por un mecanismo indirecto
(52,53). La fosforilasa a parece ser la primera actividad
modificada por la glucosa, que facilita la inactivacién
del enzima por la GF fosfatasa. La activacién de la GS
ocurre en un segundo paso graclas a la desaparicién de la
fosforilasa a, potente inhibidor de la GS fosfatasa.

La actividad GF total hepatica, valorada in
vitro, sobrepasa en general en unas 20-100 veces la
actividad GS total, y recientemente se ha descrito que
esta mayor actividad se acompafia con concentraciones, en
términos de proteina enzimhdtica, unas 10 veces superiores
a las existentes en GS (129). Si bien 1la actividad
glucogenolitica Iin vivo est& determinada fundamentalmente
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con la cantidad proteina GF en forma activa, en la
sintesis neta del polisacarido, 1la actividad GS debe
estar apoyada segin estos autores (129> por otros
efectores activadores.

El concepto de que 1la glucosa portal es el
principal factor regulador de la sintesis de glucégeno
(147> se ha mantenido por muchos afios en base a diversos
estudios in vivo e Iin vitro (52,54,137). Sin embargo, tal
como se deduce de nuestros resultados (Figura 50>, 1la
concentracién de glucosa requerida en ausencia de
estimulacién hormonal para conseguir una acumulacién neta
de glucégeno en el hepatocito (18-50 mM), estéd muy por
encima de la concentracién encontrada en la sangre portal
del animal in vivo, lo que plantea la cuestidén de cual es
el papel real de la glucosa en la sintesis de glucdgeno.

La actividad fosforilasa a determinada a las 24
horas de cultivo <(apartado 4.3.2.) representa un 100% de
la actividad total encontrada en el hepatocito. La
incubacién con glucosa 10 mM provocd una progresiva

disminucién de la proporcién de GF activa,
independientemente de 1la presencia de insulina. Es
posible, pues, obtener una relativa inactivacién de la GF
a con concentraciones fisiolégicas de glucosa, sin

embargo esta no conlleva sintesis neta de glucégeno como
cabria esperar si se acompafiara de una activacién
importante de la GS.

Se ha descrito que en el hepatocito cultivado se
requieren concentraciones mAs elevadas de glucosa (20-60
mM) para encontrar una activacién significativa de la GS
en ausencia de estimulacién hormonal (190,191).

La observacién de un aumento significativo de la
proporcién de GS en forma activa tras la administracién
in vivo de manosa, galactosa, sorbitol y arabinosa, sin
previa modificacién de la fosforilasa a (137) sugirié 1la
idea de la existencia de un mecanismo de regulacién del %
de sintasa activa independiente de la propia glucosa, en
apoyo de previas  Thipétesis (148> relativas a la
disociacién entre la actividad GS y 1la fosforilasa a.
Estos mismos autores (137) apuntan hacia la G-6-P como
mediador de la activacién de la GS via estimulacién de la
GS fosfatasa. En este sentido se han descrito
recientemente resultados preliminares (280) que indican
que la fosforilacién de 1la glucosa parece ser un
prerrequisito imprescindible para la accién de la hexosa
en la activacién de 1la GS, 1independientemente de 1la
acciéon directa de la glucosa como tal en la inactivacién
de la GF. Segun estos estudios la glucosa activaria la GS
a través de un mecanismo que implica un incremento en los
niveles intracelulares de G-6-P.
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En el rango de concentraciones fisiolégicas de
glucosa, 1la capacidad de fosforilacién del hepatocito,
mediada por la actividad glucokinasa (GK), es muy baja in
vivo (165); asi mismo en el hepatocito cultivado 1la
actividad GK depende fundamentalmente de factores
hormonales (183) como insulina y dexametasona. Si 1la
actividad GS es dependiente de la concentracién
intracelular de G-6-P, cabe esperar que en el rango
fisidélogico la glucosa por si sola sea un pobre precursor
de la sintesis de glucégeno.

In vivo, en el animal ayunado, la GS se activa
significativamente con concentraciones de glucosa ‘desde
7,6 mM (que no modifican 1la actividad fosforilasa)
alcanzando mAximos valores de activacién con glucosa 13
mM (137). Estos autores han sugerido que 1la mayor
sensibilidad a la glucosa del higado in vivo se debe a
una mejor oxigenacién, 0 a la existencia de otros
metabolitos capaces de potenciar el efecto de la glucosa.

Sin embargo existen evidencias experimentales
suficientes para sugerir que 1la sintesis de glucégeno
puede depender de otros factores, hormonales o no,
capaces de activar adicionalmente la GS de forma directa
0 indirecta (posiblemente a través de una elevacidén en la
concentracién de G-6-P>, cuya accién es dificil de
distinguir de 1la de 1la propia glucosa en el animal
entero.

2.2. Efecto estimulador de la insulina.

El efecto estimulador a corto plazo de 1la
insulina sobre la glicogénesis 1in vivo es bien conocido
(54>, a través de un mecanismo (revisado en 161,281) que
implica finalmente la activacién de la GS. Existe un
acuerdo general sobre 1la actuacién de 1la insulina
antagonizando concentraciones subéptimas de glucagén
(7,133,275,282) impidiendo la elevacién de los niveles de
c—AMP que provoca la accién del glucagén (282). También
se han demostrado efectos de la hormona antagonizando el
efecto glucogenolitico de agentes oa-adrenérgicos (158).
Actualmente (109) se considera que la insulina es capaz
no sélo de antagonizar los efectos de hormonas cAMP-
dependientes y Ca**-dependientes, sino que también puede
actuar estimulando directamente la sintesis de glucédgeno
a través de su segundo mensajero, si bien no se bha
establecido la naturaleza de éste, ni la secuencia de
acontecimientos que van desde su unién al receptor a la
activacion de la sintesis de glucégeno.
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Sin embargo diversos estudios in vitro
(61,118,283 muestran resultados equivocos o efectos
directos muy ligeros de la hormona. Estas anomalias se
han achacado a una deficiente capacidad de respuesta del
sistema experimental, o0 a una anoxia por inadecuada
oxigenacién que provoca la simulténea glucogenolisis. La
estimulacion de la sintesis de glucégeno por insulina se
ha demostrado en hepatocitos cultivados (31,187,189) sin
embargo el efecto producido por la hormona en el rango de
concentraciones fisiolégicas de glucosa parece ser muy
pequefio, segun se deduce de dichos estudios.

En nuestras condiciones de cultivo, la presencia
de insulina resulté ser esencial para encontrar un
incremento neto y significativo del contenido en
glucégeno de los hepatocitos incubados con glucosa 10 mM
(Figuras 42 y 43). Los hepatocitos cultivados
respondieron a 1la adicién de insulina 10~°M de forma
transitoria, alcanzando un mAximo nivel de glucégeno 4
horas después de 1la incorporacién de 1la hormona,
respuesta semejante a la observada en las horas
iniciales de cultivo.

Un patrén semejante se ha descrito para la
actuacién de la 1insulina en hepatocitos fetales
cultivados (193) donde, tras la induccién de la respuesta
glicogénica por pretratamiento con cortisol, la adicién
de insulina provoca una estimulacién de la actividad GS y
de la acumulacién de glucégeno que es maxima a las 2-3
horas, y cesa 4 horas después de la incorporacién de la
hormona.

La posible explicacién para las diferencias en el
grado del efecto de la insulina, observadas en relacién
con la literatura, se basa en las distintas condiciones
experimentales y/o en el tiempo en que se ha determinado
la actuacién de la hormona. Asi algunos estudios se han
realizado en cultivos mantenidos con SBF (31,187) sin
considerar 1la contribucién de 1l1la insulina del propio
suero, mientras que en otros el contenido en glucégeno se
ha determinado 12 horas (189) y 24 horas (31) después de
la adicién de la hormona, tiempo inadecuado segin se
deduce de nuestros resultados, para oObservar el mAximo
efecto de la insulina en la acumulacién de glucédgeno.

El cese temprano en la acumulacién del
polisacéarido y su posterior degradacién, podrian
relacionarse con la capacidad de la hormona para regular
el numero de sus propios receptores, en lo que se conoce
como “down-regulation" 281>, Sin embargo, se ha
demostrado que la disminucién del namero de receptores de
la insulina, causada por 1la misma hormona, requiere
exposiciones mucho wmas prolongadas (195); en estas
condiciones parece mAs adecuada la sugerencia de una
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rapida degradacién de 1l1la hormona, causada bien por 1la
liberacién de proteasas al medio, muy importante en las
primeras horas de cultivo (195, o bien por 1la
degradacién que ocurre tras 1la unién al receptor,
responsable de 1la actividad biolégica de 1la hormona
(161,281>, que provoca la degradacién del 30% de la
insulina presente en el medio de cultivo tras 6 horas de
incubacién (166>, y del 80% tras 24 horas (198), en
condiciones de cultivo comparables a las empleadas en
este estudio.

Estudios mAs recientes en hepatocitos cultivados
y en "ausencia ‘'de  pretratamiéentoc con ~glucagdédn, ‘han
mostrado un claro efecto directo a corto plazo de la
insulina en 1la activacién de 1la GS, en hepatocitos
obtenidos de animales normales (180,191,194) y diabéticos
(194>, La activaciéon de la GS es observable a los 15
minutos de la adicién de la hormona, sin modificacién de
la actividad fosforilasa a (194). La insulina parece . pues
actiar directamente sobre el enzima 1limitante de 1la
sintesis de glucégeno, y no sobre la glucogenolisis.

La acciéon de la hormona resulté ademids ser dosis-
dependiente; encontramos efectos significativos en un
rango de concentraciones que incluyen 1la fisiolégica
portal <(cercana a 10-°M). Concentraciones inferiores a
las aqui seflaladas , pueden indudablemente estimular 1la
incorporacién de '24C de glucosa a glucégeno, parémetro
muy utilizado como medidad de 1la glicogénesis. No
obstante la incorporacién de glucosa puede ser objeto de
reciclaje entre glucosa—-glucégeno, dada 1la relativa
activacién de la GF (Tabla XIX), y no existir necesaria-
mente deposicién neta del polisacéarido.

La curva dosis-respuesta obtenida con hepatocitos
de rata adulta en nuestras condiciones de cultivo (Figura
47) es comparable a 1la descrita para el hepatocito
aislado de rata ayunada (275) o cultivado de pollo (276),
en estudios donde la accién hormonal se ha determinado
como estimulacién de la acumulacién neta de glucédgeno.

El analisis de la estimulacién de la acumulacién
de glucoégeno producida por insulina 107°M en funcién de
" la concentracién externa de glucosa (Figura 51), revelé
que la accién hormonal sélo es detectable en el rango de
concentraciones de glucosa 10-18 mM. La mAxima
acumulacién de glucégeno en respuesta a 1insulina se
obtuvo a partir de glucosa 10 mM. En este sentido, si
bien no se han realizado estudios semejantes sobre
células cultivadas, encontramos resultados comparables
en el hepatocito aislado de animales ayunados (275) donde
el grado de -estimulacién de 1la glicogénesis por 1la
insulina disminuye considerablemente al elevar la
concentracién de glucosa de 10 a 30 mM.
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En presencia de concentraciones de glucosa
superiores a 20 mM, la adicién de insulina no es capaz de
promover una acumulacién adicional de glucégeno
posiblemente porque, en este rango de concentraciones
suprafisiolégicas, la glucosa es ya capaz de producir por
si sola la maxima activacidén de la GS. Estos resultados
demuestran que la concentracién de glucosa en el medio de
incubacién puede ser un factor fundamental a la hora de
estudiar 1la respuesta del hepatocito a 1la insulina,
pudiendo explicar 1la falta de respuesta en aquellos
estudios que enmplean concentraciones muy bajas o muy
elevadas de glucosa.

En el rango de concentraciones fisioléegicas de
glucosa, que no estimulan por si solas la acumulacién de
glucégeno, la presencia de insulina es pues esencial para
permitir la sintesis mneta de glucégeno a partir de
glucosa, confirmando observaciones previas in vivo (284)
e In vitro (191,276), si bien 1la cantidad neta de
glucégeno almacenado en respuesta a la hormona es pequefia
en comparacién con el contenido del hepatocito de un
animal alimentado.

Otro factor hormonal importante para la
glicogénesis en cultivo es la presencia de dexametasona.
Los glucocorticoides participan en la regulacién a largo
plazo de muchas vias metabdélicas, incluyendo en
metabolismo de carbohidratos (revisado en 285,286). Sin
embargo, su acclién sobre la glicogénesis parece ser
contradictoria (61) ya que pueden actuar también como
agentes “permisivos" de la accién de hormonas
glicogenoliticas como glucagén o epinefrina.

Su presencia en el medio de cultivo es necesaria
para inducir la capacidad de sintesis de glucégeno en
hepatocitos cultivados obtenidos de higado fetal (193) o
de animales diabéticos (128,194), restaurando niveles
normales de actividad GS y GS fosfatasa. En hepatocitos
cultivados de rata adulta sin embargo, los resultados en
cuanto a la accién de los glucocorticoides sobre 1la
glicogénesis son contradictorios. Schudt (190,277) vy
Veber y Kletzien 189 han sefialado que los
glucocorticoides pueden actuar estimulando la sintesis de
glucégeno en cultivo, mientras que otros autores (187) no
encuentran efectos de la dexametasona en la acumulacién
de glucégeno.

Los resultados encontrados en nuestras
condiciones de cultivo (Figuras 45 y 46), apoyan la 1dea
de que la dexametasona también puede ejercer un efecto
directo sobre la acumulacién de glucégeno, aumentando la
sensibilidad del hepatocito de rata adulta normal a la
accién glicogénica de la insulina. La preincubacién con
dexametasona aumenté por wuna parte 1la cantidad de
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glucégeno existente en las células a 24 horas de cultivo.
Por otra parte, la acumulacién de glucégeno provocada por
accién de 1la 1nsulina fué mucho mayor que en los
controles no tratados, y las células continuaron
incrementando su contenido en glucégeno por periodos mas
prolongados.

El mecanismo de actuacién de los glucocorticoides
a corto o largo plazo sobre la sintesis de glucégeno
requiere estudios adicionales.

In vivo se ha descrito la existencia de cambios
en el contenido en enzimas @especificos, @ tras 1la.
- adrenalectomia o tras la administracién de corticoides.
En el primer caso se ha observado una inacapacidad de
activacion de la GS, debida a la desaparicién especifica
del componente G de 1la GS fosfatasa (127). Por otra
parte, la administracién de prednisolona a ratas normales
provoca una elevaclién de la actividad GF fosfatasa y la
expresién de un factor “desinhibidor®" de la GS fosfatasa
(287>, lo que contribuye a una mayor activacién de la GS.
También en hepatocitos cultivados obtenidos de animales
diabéticos, donde 1la actividad GS fosfatasa esté& muy
disminuida, es necesaria 1la presencia prolongada de
cortisol en el medio de cultivo para restaurar niveles
normales de activaciéon de la GS por 'insulina o glucosa
(128, 194>.

Dado que la actividad GS total no varia tras el

pretratamiento de los hepatocitos cultivados con
corticoides (189,190, la accién de 1l1la dexametasona
podria finalmente relacionarse con la induccién

especifica de la GS fosfatasa o de inhibidores de 1la
protein kinasa.

La importante acumulacién de glucégeno obtenida
tras la adicién de insulina a hepatocitos incubados en
presencia de dexametasona nos permite sugerir que la
combinacién de ambas hormonas puede ser esencial en la
sintesis y almacenamiento de glucégeno a partir de
glucosa en el rango de concentraciones fisiolégicas, no
s6lo In vitro, sino también iIin vivo; la presencia de glu-
cocorticoides resultaria pues necesaria para obtener una
importante respuesta glicogénica a la insulina.

2.3. Sintesis de glucégeno a partir de sustratos

gluconeogénicos.

La observacién de que la glucosa, en el rango de
concentraciones fisiolégicas, es un pobre precursor de la
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sintesis de glucégeno In vitro, ha dado lugar a lo que
Katz y col. han denominado “paradoja de la glucosa" (163)
que propugna un papel preponderante en la sintesis de
glucégeno a la via de incorporacién indirecta, a traves
de activa gluconeogénesis,

El papel de distintos precursores en la
acumulacién de glucégeno ha sido demostrado inicialmente
por distintos laboratorios en higado perfundido (167),
hepatocitos aislados 162) o hepatocitos fetales
cultivados (192>, en estudios que hablan de la
importancia de estos factores nutricionales en 1la
glicogénesis Iin vitro y posiblemente in vivo.

El medio de cultivo contiene piruvato 1 mM, y una
compleja mezcla de aminoadcidos, posibles precursores
gluconeogénicos. Sin embargo, los resultados obtenidos en
condiciones basales de cultivo (ausencia de hormonas) no
parecen reflejar un papel importante de estos sustratos
en 1la acumulacién de glucégeno, al menos para las
concentraciones encontradas en la composicién basal del
medio (Tabla II). Por esta razén, analizamos el efectao
glicogénico de ©otros sustratos, cuya significacién
fisliolégica puede ser mayor; por una parte la fructosa
(con conocido efecto glicogénico in vivo, 52), y por otra
el lactato, <d4nico precursor gluconeogénico capaz de
alcanzar In vivo concentraciones plasmaticas elevadas.

De acuerdo con 1lo descrito en otros sistemas
experimentales, en los hepatocitos cultivados de rata
adulta la adicién de lactato o fructosa (precursores de
glucosa que ingresan en la gluconeogénesis a nivel pre- y
post-mitocondrial) produjo una acumulacién neta muy
importante de glucégeno (Figura 52).

La cantidad de glucégeno almacenado tras la
adicién de fructosa 10 mM al medio de cultivo <(que
contiene glucosa 10 mM) fué considerablemente superior al
acumulado en presencia de concentraciones equimoleculares
de glucosa (20 mM) en tiempos equivalentes de incubacién,
de acuerdo con el conocido efecto estimulador de 1la
glicogénesis de la fructosa. Esta actda por una parte
como sustrato gluconeogénico, y por otra con un efecto
directo sobre 1la GS a través de un mecanismo no
completamente elucidado. Tras la administracisén de
fructosa, su metabolizacién da lugar a la acumulacién de
F-1-P en el hepatocito que causa la estimulacién de la GS
inactiva, y favorece 1la interconversién en 1la forma
activa del enzima (150). La F-1-P es también capaz de
inhibir 1la actividad fosforilasa a, disminuyendo asi
también la glucogenolisis (131).

La fructosa contenida en el SBF parece ser el
factor responsable de la mayor acumulacién de glucégeno

- 304 -



observada en los hepatocitos cultivados en medio
suplementado con SBF (187).

Se ha descrito que concentraciones elevadas de
fructosa tienen sin embargo un efecto negativo, contrario
al esperado, produciendo activacién de la fosforilasa a
(151> por un mecanismo semejante al de la anoxia, causado
por un elevado consumo de ATP y una particular caida en
la relacién ATP/AMP. Estos efectos se han observado en el
hepatocito aislado a los pocos minutos de incubacién con
concentraciones de fructosa > 2,5 mM. Los hepatocitos
cultivados, por el contrario, fueron capaces de
‘metabolizar activamente 1la fructosa 10 mM, acumulando
glucégeno durante al menos 4 horas de incubacién en las
que no pudimos detectar alteraciones morfolégicas ni
funcionales. Este hecho habla en favor de una buena
capacidad metabdélica de la célula cultivada en
comparacién <con el hepatocito ailslado, dado que no
pudimos observar las consecuencias de una depleccién de
ATP.

Sin embargo, no podemos considerar la fructosa
como el sustrato gluconeogénico mids importante in vivo, a
mads de que posee como, hemos visto, caracteristicas
especiales por su particular efecto activador de 1la
sintesis de glucégeno. Por todo ello analizamos con mas
detalle el efecto del lactato, posiblemente el precursor
gluconeogénico fisiolégicamente mis importante.

La acumulacién de glucégeno tras la adicién de
lactato 10 mM fué cuantitativamente mAs importante que la
provocada por accién de la insulina ({incluso en células
tratadas con dexametasona) y comparable a 1la provocada
por la suplementacién del medio de cultivo con glucosa 30
mM (Figura 53).

La concentracién de 1lactato empleada puede
parecer en principio muy elevada, sin embargo puede
considerarse fisiolégicamente significativa. En la sangre
portal el lactato se halla presente a concentracién
superior a 1la detectada en sangre periférica, como
producto catabélico en el proceso de absorcién por las
células de la pared intestinal. Newgard y col. (163) han
descrito concentraciones portales medias de 1lactato de
hasta © mM en animales alimentados ad Iibitum con dietas
sélidas ricas en hidratos de carbono (40%). Otra situa-
cién fisiolégica en que la concentracién plasmética de
lactato se eleva considerablemente es el ejercicio, donde
se han descrito concentraciones arteriales de ©-12 mM
(63).

Mientras que con concentraciones elevadas de
glucosa el glucégeno acumulado permanecia estable durante
el periodo completo de ensayo, a partir de 1lactato el
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balance neto de glucdégeno comienza a ser negativo pasadas
las 8 horas iniciales en que la acumulacién es mAxima,
sin que conozcamos por el momento la causa de esta
degradaciodn.

El origen del glucégeno acumulado en estas
condiciones parece ser gluconeogénico, a pesar de 1la
presencia de glucosa 10 mM en el medio de cultivo. La
adicién de lactato puede favorecer el flujo
gluconeogénico como se deduce de la disminucién acusada
en el contenido en F-2,6-P= que provoca el precursor
(Figuras 32 y 55, aiun en presencia de glucosa 10 mM. En
este sentido observaciones ©previas en hepatocitos
aislados (107) ya mostraron que la glucosa no modificaba
el flujo gluconeogénico a partir de lactato 9 mM como
precursor, si bien era capaz de inhibir
significativamente la gluconeogénesis a partir de
aminodcidos. La glucosa s6lo se ha mostrado capaz de
disminuir el flujo gluconeogénico frente a
concentraciones de lactato ¢ 2 mM (106D,

La F-2,6-P=, inicialmente presente a niveles
elevados, disminuye drésticamente +tras 1la adicién de
lactato alcanzando a los 120 minutos valores comparables
a los del animal ayunado (78), requisito imprescindible
para permitir una activa gluconeogénesis a la vez que
disminuye el flujJo glucolitico (66). Es indudable que 1la
disminucién de los niveles de F-2,6-P= es necesaria para
activar el flujo gluconeogénico neto, permitiendo enton-
ces la utilizacién tanto del propio lactato como de otros
posibles precursores gluconeogénicos contenidos en el
medio (amino&cidos, etc.). Esta funciédn del lactato puede
por tanto ser muy importante también iIin vivo. Queda por
determinar la minima concentracién de lactato requerida,
en presencia de glucosa, para producir la activacién de
la gluconeogénesis y la acumulacién de glucégeno.

Estos resultados apoyan finalmente la importancia
de la actividad gluconeogénica para promover acumulacién
neta de glucédgeno en el hepatocito cultivado en ausencia
de estimulacién hormonal, asi como su posible implicacién
en la sintesis de glucégeno in vivo.

2.4, Efecto modulador de 1la glucaosa sobre 1la
sintesis de glucégeno estimulada por
insulina y lactato.

El hepatocito cultivado es capaz de acumular
glucégeno activamente en respuesta tanto a factores
hormonales <(insulina y dexametasona) como nutricionales
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(precursores gluconeogénicos y la propia glucosa) siempre
que se administren en un rango de concentraciones
adecuado que, como en el caso de la glucosa, no siempre
tiene significacisén fisiolégica.

En presencia de concentraciones de glucosa entre
8 y 12 mM no se observa acumulacidén de glucdégeno a menos
que en el medio de cultivo se incluyan otros agentes
capaces de estimular la glicogénesis, a pesar de que la
glucosa se considera clasicamente el factor mASsS
importante en la glicogénesis in vivo (53,147). Mas - atGn,
en cultivo hemos observado que en ausencia de cualquier
~agente estimulador, una  ligera disminucién . de 1la .
concentracién externa a partir de 10 mM <(valor medio
obtenido en 1la porta del animal alimentado) provoca 1la
degradacién del pequefio contenido residual de glucégeno
que todavia existe en el hepatocito tras 24 horas de
cultivo. Este hecho plantea la cuestién de cual es el
papel real de 1la glucosa en la estimulacién de 1la
sintesis de glucégeno.

El andlisis comparativo del efecto glicogénico de
insulina y lactato en cultivo en presencila de
concentraciones fisiolégicas de glucosa, reveld que es
necesaria la presencia de una cilerta concentracién
externa de glucosa para obtener acumulacién neta de
glucégeno en el hepatocito, cualquiera que sea el agente
estimulador considerado.

En presencia de glucosa 8 mM (concentracién media
estimada en la porta del animal ayunado) ni 1la
incorporacién de 1insulina ni 1la presencia de lactato
provocé un balance positivo, encontrando incluso
degradacién del minimo contenido en glucégeno existente
en las células a las 24 horas de cultivo. En estas
condiciones, el mAximo efecto provocado por la hormona,
en el rango de concentraciones mis elevadas, supone un
mantenimiento estable de 1los niveles iniciales del
polisacaérido, sin que en ningin caso se detecte un
incremento neto en el contenido en glucégeno (Figura 56).

La falta de acumulacién neta de glucégeno no
implica por otra parte, una disminucién o falta de
respuesta celular a la insulina. La adicién de insulina
107®M a hepatocitos cultivados incubados en presencia de
glucosa 8 mM es capaz de provocar una acumulacién lineal
de '4C-glucosa a glucégeno, como se ha demostrado en
estudlios recientes (202). Sin embargo, al igual que en
nuestro estudio, tampoco estos autores (202) observaron
acumulacién neta del polisacarido debido probablemente a
la réapida degradacién subsiguiente del glucégeno formado.
Este comportamiento es semejante al observado in vivo,
donde el higado responde a la disminucién de la glucemia
«0On una rapida glucogenolisels en cualquier circunstancia.
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S6lo en presencia de glucosa 10 mM (valor medio en la
porta del animal alimentado) la estimulacién de la
glicogénesis producida por 1la insulina se refleja en
sintesis neta de glucégeno.

De modo comparable a 1lo descrito para 1la
sintesis de glucégeno estimulada por insulina, la
variacién de la concentracién externa de glucosa moduléd
también TYa glicogénesis neta encontrada en presencia de
lactato (Figura 57).

La presencia de lactato en el medio de cultivo
es capaz de estimular la actividad gluconeogénica del
hepatocito tanto en presencia como en ausencia de
glucosa. Sin embargo, en ausencia de glucosa extracelular
(Figura 31>, 1la glucosa formada a partir de 1lactato
deriva fundamentalmente al medio de cultivo, con
simulténea degradacién del glucédégeno existente en 1la
célula,

Newgard y col. (163) han observado que para que
el higado in vivo acumule glucégeno a partir de lactato
es necesaria 1la infusién simulténea de glucosa. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio con hepatocitos
cultivados van mAs allé, y parecen indicar que no sélo es
necesaria la glucosa, sino que ésta debe encontrarse en
una determinada concentracién (comparable a la portal del
animal alimentado) para que la G-6-P formada a través del
flujo gluconeogénico derive hacia glucdgeno. Asi ,
mientras que en presencia de glucosa 8 mM sélo se evité
parcialmente la degradacién de glucégeno, la elevacién de
la glucosa externa hasta 10 mM fué suficiente para
permitir un importante incremento neto en el contenido
intracelular de glucégeno.

De esta manera, aunque la glucosa por si misma no
produce sintesis de glucdégeno en este rango de concentra-
ciones (Figura 50), su presencia es esencial en la mani-
festacién de un efecto glicogénico neto tanto por accién
hormonal como en presencia de sustratos gluconeogénicos
(Figura 57), probablemente gracias a la disminucién en la
glucogenolisis via inactivacién de 1la fosforilasa a
52,53). La glucosa parece actuar pues, mAs como
activador de la sintesis de glucégeno que como sustrato.

Los resultados obtenidos pueden por otra parte
ser extrapolados al comportamiento del hepatocito in vivo
y sugleren que, tanto iIn vivo como In vitro, el papel
real de la glucosa sea el de factor modulador
determinante de la acumulacién del polisacarido, de tal
manera que con concentraciones bajas propias del ayuno la
utilizacién hepatica de la glucosa es virtualmente nula y
la actividad gluconeogénica deriva a glucosa externa
mientras que la elevacién de la glucosa y el aporte de
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nutrientes via portal tras la realimentacién seria una
sefial imprescindible para desencadenar 1la acumulacién
real de glucégeno tanto en respuesta a la insulina como a
los propios precursores gluconeogénicos.

3. ESTUDIO CITOFOTOMETRICO DE LA DISTRIBUCION CELULAR DEL
CORTENIDO EN GLUCOGENO.

La utilizacién de hepatocitos cultivados en el
estudio de la sintesis de glucogeno permitisd
paralelamente 1la 1localizacién In situ del glucégeno
contenido individualmente en 1las células mediante la
clasica tincién citoquimica del PAS, y su posterior
cuantificacién citofotométrica.

Dado que 1la mayoria de 1los azacares simples
desaparecen de la célula en los procesos de fijacién y
tincidén, el material PAS-positivo refleja fundamentalmen-
te el contenido celular en glucégeno del hepatocito(219).
La posterior determinacién cuantitativa citoquimica, va a
requerir una serie de precauciones previas en el proceso
general de tincién (219), que son:

ad la sustancia a determinar no debe
difundir fuera de 1la célula, ni en el
fijador, ni en ninguna de 1las soluciones
empleadas.

b)> el fijador elegido no debe extraer el
producto ni alterar su reactividad para la
subsiguiente reaccién citoquimica.

c) la reaccién escogida para la
visualizacién debe ser correlacionable con
la concentracién de sustrato, y su producto
debe ser insoluble y cuantificable.

Todas estas consideraciones se tuvieron en cuenta
a la hora de optimizar el protocolo de la tincién del PAS
para la deteccién del glucégeno en el hepatocito
cultivado, con los resultados que muestran las
correpondientes Figuras.

Estudios previos (100,288) sobre el patrén de la
distribucién del glucégeno en el higado, han mostrado que
la localizacién del hepatocito en el acino hepatico puede
condicionar su capacidad para acumular glucégeno. Esta
heterogeneidad parece conservarse en cultivo, confirmando
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las apreciaciones cualitativas descritas inicialmente por
WValker (186). Aunque los hepatocitos son morfolégicamente
idénticos, pudieron observarse importantes diferencias en
el modo en que las células acumularon glucégeno
individualmente (Figuras 43, 46, 49 y 54).

La cuantificacién citofotométrica del contenido
en glucégeno, y su distribucién en 1las distintas
poblaciones celulares, se ha realizado en células
incubadas ‘en presencia de glucosa 10 mM que acumulan
glucégeno en respuesta a la adicién de insulina. En todos
los casos la evolucién del contenidoa en glucégeno
determinado por citofotometria se correlacioné
perfectamente con el contenido en glucégeno valorado
quimicamente.

Los datos de 1la distribucién celular del
contenido en glucégeno de los hepatocitos recién aislados
(Figura 41) mostraron la existencia de tres
subpoblaciones mayoritarias con diferente contenido en
glucégeno. A las 24 horas de cultivo préacticamente 1la
totalidad de la poblacién celular se halla completamente
depleccionada, y sélo se encontré una pequefia proporcién
de células (<K10%) con un contenido bajo pero detectable,
resposable del glucégeno determinado en 1la valoracién
quimica.

Cuatro horas después de la adicién de insulina,
el incremento valorado en el contenido en glucdégeno no se
detecta repartido homogeneamente en toda la poblacién
celular sino que se debe fundamentalmente a una. pequefia
subpoblacién celular (20-30% de 1las células) capaz de
almacenar glucégeno hasta contenidos equivalentes al 50%
del contenido maximo inicial de la suspensién (Figuras 43
y 44>.

Esta heterogeneidad de la poblacién celular en el
almacenamiento de glucégeno se observé también cuando el
glucégeno se sintetizé a partir de precursores
gluconeogénicos (Figura 54), o por causa de una elevacién
de 1la concentracién externa de glucosa (Figura 49),
aunque en estos casos no hemos realizado cuantificacién
citofotométrica. Estos hechos parecen indicar que, mas
que a la falta de receptores a 1la 1insulina en

determinadas células, la distinta respuesta de 1los
hepatocitos puede estar condicionada por un diferente
equipamiento enzimatico, relacionable con la

heterogeneidad de 1la poblacién hepatica In vivo, que se
preserva al menos durante las 24 horas iniciales de
cultivo a pesar de que los hepatocitos se mantienen en un
ambiente homogeneo en cuanto a hormonas, nutrientes y
oxigenacioén.
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4, MANTENIMIENTO DE LA CAPACIDAD DE SINTESIS Y
ACUMULACION DE GLUCOGERO COMO FURCION DEL TIEMPO DE
CULTIVO.

El estudio de 1la acumulacién de glucégeno en
respuesta a la adicién diaria de insulina 107°M mostré 1la
importancia de 1las condiciones de cultivo en el
mantenimiento de la actividad glicogénica del hepatocito
in vitro. Cuando las células se mantuvieron en presencia
continua de ‘insulina 10~®M 1la sintesis de glucégeno
resulté ser comparable al menos hasta el cuarto dia de
cultivo,  mientras que ' aquellas 'células mantenidas en
ausencia de 1la hormona fueron incapaces de acumular
glucégeno en respuesta a insulina en cualquier momento
considerado (Figura 58).

La expresién en cultivo de la actividad
glicogénica resulté pues ser dependiente de la presencia
continuada de insulina en el medio, sugiriendo la
existencia de un importante papel de la hormona a largo
plazo en la sintesis de glucégeno, ademds de su efecto
estimulador a corto plazo.

Dos son los factores implicados en la
manifestacién del efecto glicogénico de la insulina. Por
una parte, la existencia de receptores celulares de la
hormona, por otra, el mantenimiento prolongado del
equipamiento enzimAtico de la sintesis de glucégeno.

En cuanto a la existencia de receptores de 1a
insulina durante el periodo completo de cultivo, 1los
resultados obtenidos pueden resultar paradéjicos si se
considera el mecanismo de regulacién descrito (“down-
regulation") que la propia hormona ejerce sobre el numero
de sus receptores (281); se considera que el namero de
receptores de la insulina es menor a mayor concentracién
de la hormona y mayor tiempo de exposicién del hepatocito
a la insulina. Se ha comprobado que la incubacidén de
hepatocitos cultivados con insulina 1077M disminuye a la
mitad el namero de receptores en 48 horas (195). Tras la
incubacién continuada con insulina 10—°NM realizada en
nuestro estudio, cabria esperar de modo semejante una
~disminucién en el numero de receptores y por tanto una
menor respuesta glicogénica a la adicién de insulina, 1lo
que sin embargo no se observa.

Paralelamente, si la actividad @glicogénica
dependiera del numero de receptores, cabria esperar una
mayor respuesta a la hormona en las células mantenidas en
ausencia de insulina; por el contrariao, los resultados
mostraron que en estas condiciones los hepatocitos . son
incapaces de volver a almacenar glucégena, sugiriendo 1la
idea de que la ausencia de insulina del medio de cultivo
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puede afectar 1la capaclidad glicogénica del hepatocito
cultivado a niveles mAs allad del propio receptor. En este
sentido hay que considerar que, si bien la eliminacién de
la insulina del medio de incubacién permite tras unas 12
horas la recuperacién del niumero de receptores para la
insulina, 1la recuperacién de la funcionalidad biolégica
en respuesta a la adicién de la hormona en este momento,
requiere periodos mucho mis prolongados de incubacién,
tal como han descrito Kato y col. (195).

En apoyo de nuestros resultados, otros autores
han observado una dependencia de la presencia continuada
de insulina en el mantenimliento de 1la capacidad de
sintesis de glucégeno, no s6lo en respuesta a la propia
insulina (288>, sino también cuando la sintesis se induce
a corto plazo por la adicién de glucosa (169).

Al margen de la posible actuacién de la hormona
en la regulacién de los niveles de sus receptores, la
necesidad de 1la presencia continuada de insulina como
componente basal del medio de cultivo para la
preservacién de la capacidad glicogénica del hepatocito
parece estar mAs bien relacionada con el mantenimiento
de niveles adecuados de actividades enzimAticas.

Como hemos visto en el apartado 4.3.2., la
actividad GF, a diferencia de otros enzimas como la PK o
la PFK 2, se mantiene estable e incluso aumenta con el
tiempo de cultivo, de forma aparentemente ciclica.

Este hecho puede ser relacionado con el propio
ciclo diario de sintesis/degradacién del enzima que se ha
observado in vivo (146>, que podria continuar
expresandose en cultivo. In vivo la cantidad total de GF
(como proteina y actividad) aumenta durante el periodo en
que el glucégeno es degradado; en cultivo el aumento de
actividad se detecta pasadas las 4 horas en que el
hepatocito acumula glucégeno diariamente, coincidiendo
con el periodo de degradacién. Algunos investigadores han
mostrado la posibilidad de que los ritmos circadianos que
afectan la expresién de determinadas actividades in vivo
se mantengan en cultivo (289); concretamente en las
células hepaticas, se ha demostrado para la actividad
tirosina aminotransferasa. No obstante, algunos de 1los
mecanismos reguladores de 1la expresién de la GF han
podido perderse en cultivo, ya que a diferencia de 1lo
observado im vwvivo, la actividad +total no disminuye
durante el periodo en que el hepatocito sintetiza
glucégeno.

La capacidad de respuesta glicogénica en las
células cultivadas por tiempos prolongados, no parece
estar relacionada sin embargo de la existencia de una
elevada actividad glucogenolitica, ya que la proporcién
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de la forma activa de la GF disminuye considerablemente
con cada camblo de medio (Tabla XIX) de forma
independiente de la presencia de insulina. Esto sugiere
que la presencia de insulina actue fundamentalmente en el
mantenimiento de los enzimas responsables de la sintesis
de glucégeno.

El comportamiento del hepatocito cultivado en
ausencia de insulina se ha relacionado con el observado
en la diabetes <(31), donde 1la deficiencia crénica en
insulina provoca una disminucién considerable en el
contenido en enzimas dependientes de la hormona, entre
ellos la GS fosfatasa <(290). Miller y col. <(128) han
observado que la disminucién acusada en la actividad GS
fosfatasa ocurre también en hepatocitos cultivados en
ausencia de insulina, y que la presencia continuada de la
hormona es esencial tanto para mantener niveles adecuados
de este enzima en el hepatocito obtenido de rata normal,
como para restaurar la actividad enzimatica y la
capacidad glicogénica en hepatocitos obtenidos de
animales diabéticos.

Todas estas observaciones parecen finalmente
confirmar que la presencia continuada de insulina en el
medio de cultivo es un requisito imprescindible para
preservar la capacidad de sintesis de glucégeno del
hepatocito cultivado. El tratamiento c¢rénico con 1la
hormona es posiblemente fundamental para el mantenimiento
de actividades que, como la GS fosfatasa, son necesarias
para la posterior respuesta a corto plazo a distintos
efectores como son la propia hormona o la glucosa.
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CONSIDERACIONES FINALES




DISCUSTON F INAIT.



Dos eran 1los objetivos fundamentales de este
trabajo, tal como seflalabamos en la Introduccién; por una
parte un conocimiento del sistema en cuanto al
metabolismo de hidratos de carbono contemplado de forma
integrada, por otra el estudio en cultivo de algunos

aspectos de la regulacioén del metabolismo de
carbohidratos hepAtico que son actualmente objeto de
revisioén, en condiciones fislolégicas que permitan

finalmente la extrapolacién de las conclusiones al higado
in vivo.

Tal como muestran los apartados correspondientes
a cada via metabélica estudiada, hemos conseguido un
conocimiento detallado de 1la actividad celular del
hepatocito cultivado en ausencia de SBF, que nos ha
permitido delimitar el tiempo de cultivo en que las
células mantienen y expresan las funciones propias del
hepatocito diferenciado. Se ha realizado adem&s un gran
esfuerzo en la caracterizacién de 1la capacidad de
respuesta del hepatocito cultivado a aquellos efectores,

hormonales o©o no, responsables de 1la regulacién del
metabolismo de hidratos de carbono in vivo. Hemos
evaluado asi mismo, la influencia de las propias

condiciones de cultivo en el mantenimiento prolongado de
la capacidad metabélica celular, intentando definir 1las
condiciones de cultivo que aporten 1los componentes
nutritivos y hormonales necesarios para evitar 1la
desdiferenciacién y mantener 1las funciones especificas
del hepatocito.

Todos estos resultados han sido discutidos en su
momento, en cada uno de 1los subapartados en que
inicialmente dividimos esta Tesis. En lineas generales,
podemos concluir que el hepatocito cultivado manifiesta
una activa capacidad metabélica para cualquiera de 1las
vias estudiadas, que va declinando progresivamente con el
tiempo de cultivo incluso en presencia de las condiciones
mas O6ptimas de suplementacién hormonal. La pérdida de 1la
funcionalidad y 1la capacidad de respuesta hormonal
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afectan en distinta medida a cada una de las funciones de
forma que, en nuestras condiciones de cultivo, la
gluconeogénesis es la funcién mAs tempranamente
disminuida, mientras que la glucolisis y la capacidad de
almacenamiento de glucégeno se expresan con velocidad
detectable durante al menos 4 dias de cultivao. La
desdiferenciacién del hepatocito, en cuanto a la
expresién de enzimas marcadores del hepatocito fetal,
- comienza a detectarse a partir también del 42 dia de
cultivo, aunque es posible evitarla mediante
suplementacién del medio con dexametasona. El
glucocorticoide actia ademAs en general, prolongando la
supervivencia, y el tiempo en cultivo en que las células
expresan las distintas funciones estudiadas.

La capacidad de respuesta a hormonas y nutrientes
para todas las vias estudiadas, determinada a 24 horas de
cultivo, es comparable y presenta patrones semejantes a
la del hepatocito in vivo. En muchos casos es incluso
superior a la descrita para la célula aislada,
confirmando 1la recuperacién metabélica del hepatocito
tras el periodo inicial de cultivo. Este periodo inicial
presenta, como hemos visto, patrones metabélicos
peculiares, sin que por el momento conozcamos con
seguridad si ello es debido a alguna deficiencia en el
sistema, o si obedece a necesidades relacionadas con 1la
adaptacién del hepatocito a las condiciones de cultivo.
Pasada esta etapa inicial, el metabolismo de
carbohidratos de la célula cultivada se estabiliza y 1los
hepatocitos responden activamente a cada uno de 1los
efectores ensayadas.

Todos estos estudios nos permiten concluir que 1la
actividad metabdélica éptima celular se encuentra entre
las 24 y 48 horas de cultivo, y que en este periodo la
célula cultivada se ofrece como un modelo experimental
idéneo y fiable para la realizacién de estudios de
regulacién metabdlica, cuyos resultados ©pueden ser
finalmente extrapolables al comportamiento del hepatocito
in vivo.

En este apartado final vamos a analizar las
conclusiones que se derivan del estudio del status
metabélico de hidratos de carbono del hepatocito tras 24
horas de cultivo y de su respuesta a 1los distintos
efectores, en relacién con el status del hepatocito in
vivo en el ayuno y su respuesta a hormonas y nutrientes
en la transicién a 1la realimentacién. Los resultados
obtenidos en cultivo, modelo mucho mids simplificado que
el animal entero o el higado perfundido, permiten si no
resolver, si al menos sugerir posibles respuestas a las
cuestiones que todavia quedan. por resolver en cuanto a
los mecanismos por los que el higado resintetiza
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glucoégeno tras el ayuno In vivo (que se expusieron con
mas detalle en el apartado 2.3. de la Introduccién).

A las 24 horas de cultivo, el status metabdélico
de la célula cultivada recuerda en cierta medida el del
hepatocito en el animal ayunado (pese al mantenimiento
del cultivo en un entorno conteniendo glucosa 10 nmM e
insulina 10-°M), y se caracteriza por un bajo contenido
en glucégeno, asociado a una elevada capacidad
gluconeogénica que se manifiesta, en ausencia de
glucagén, tras la adicién de distintos precursores de la
gluconeogénesis. A diferencia del higado en el ayuno,
donde 1los niveles de F-2,6-P= est4dn muy disminuidos a
‘causa de la presencia de glucagén, las células cultivadas
presentan niveles del efector comparables a 1los del
higado alimentado. Sin embargo, los precursores
gluconeogénicos (lactato, piruvato y glicerol) son
capaces de actioar directamente disminuyendo estos niveles
hasta valores comparables a los del ayuno, activando asi
el flujo gluconeogénico. En estas condiciones, resulta
claro el efecto del glucagén en la estimulacién de la
gluconeogénesis a partir de lactato o piruvato, actuando
posiblemente a nivel de la PK, mientras que la adicién de
la hormona no incrementa 1la produccién de glucosa a
partir de glicerol. En presencia de fructosa, precursor
que mantiene niveles elevados de F-2,6-P= en el
hepatocito cultivado, el glucagén provoca una importante
estimulacién de 1la actividad gluconeogénica. Por otra
parte, en todos 1los casos, el glucagén provoca una
importante activacién de la glucogenolisis.

Tras la realimentacién del animal ayunado, se

observa In vivo un incremento en 1la concentracién de
glucosa portal asociado a una réapida 1liberacién de

insulina, Jjunto a un aporte sustancial de todo tipo de
nutrientes <(entre ellos, precursores gluconeogénicos).
Inmediatamente se observa en el higadao una acumulacién
importante de glucégeno, mientras que los niveles de F-
2,6-P= y la actividad glucolitica permanecen a niveles
minimos, pese a la presencia de glucosa, hasta que 1los
niveles de glucégeno han sido recargados.

Los hepatocitos aislados de rata ayunada, no
responden sin embargo de esta forma a 1la adicién de

glucosa. En estas condiciones se observa un répido
aumento de 1la F-2,6-P= (105> y posteriormente, de 1la
actividad glucolitica. Estas discrepancias con 1los

efectos In vivo se han explicado en base a deficiencias
en el modelo experimental en cuando a la activacién de la
sintesis de glucégeno por glucosa. Los resultados
obtenidos en este estudio con hepatocitos cultivados en
cuanto a la actuacién de la glucosa por si sola, son
semejantes a los descritos en 1la célula aislada. Sin
embargo, nos permiten sugerir que las discrepancias
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respecto a las observaciones realizadas in vivo no son
debidas a deficlente capacidad de respuesta celular, sino
a que en estas condiciones no estamos reproduciendo
fielmente la situacién del higado en el animal, al no
incluir otro tipo de efectores que aparecen en sangre
portal tras la realimentacién.

Si analizamos ahora 1los efectores capaces de
producir acumulacién neta de glucégeno en cultivo,
encontramos que efectivamente tal como se ha descrito por
diversos autores in vivo e 1in vitro (55,56,163,164) la
presencia de precursores gluconeogénicos (fundamentalmen-—
te lactato) es capaz de promover una acumulacién masiva
de glucogeno.

El hecho de que la F-2,6-P= inicialmente elevada
disminuya considerablemente, aun en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa (10 mM), nos permite
sugerir que también iIn vivo el lactato Jjuegue un papel
importante como factor responsable del mantenimiento de
la F-2,6-P= a niveles mninimos durante 1las 2-3 horas
iniciales que siguen a la realimentacién.

Algunos autores han Justificado estas
observaciones In vivo, en base a un efecto directo de 1la
glucosa sobre 1la glucégeno sintasa (GS) que ocasiona
indirectamente 1la radpida disminucién de 1las hexosas
fosfato (52), explicada por una mayor sensibilidad de la
GS a la glucosa (105). Sin embargo, esta explicacién no
es del todo valida, y no contempla la posibilidad de
actuacién de otro tipo de efectores distintos a 1la
glucosa, que aparecen también en 1la porta tras la
realimentacién.

El lactato es un candidato a considerar; se ha
descrito (111> que el 1lactato puede provocar wuna
acumulacién de PEP, que podria provocar 1la disminucién
de la F-2,6-P=, dado su papel inhibidor de la actividad
PFK 2 (65).

La falta de datos referentes a la concentracién
que alcanza el lactato en sangre portal tras Ila
realimentacién en diferentes situaciones, no nos permite
una asoclacién clara de la presencia del precursor y el
nivel de F-2,6-P= encontrado en los diferentes estudios.
No obstante existen algunas observaciones que pueden
apoyar esta hipétesis. Se ha descrito que 1la
concentracién basal de lactato en sangre portal << 3 mM)
se eleva considerablemente tras la realimentacién in vivo
con pienso regular (163), alcanzando valores de hasta
¢ mM, para después disminuir 3-4 horas después. La
disminucién del lactato portal, coincide por otra parte,
con el momento en que se ©Observa el i1inicio en el
incremento del contenido en F-2,6-P=.
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Existen situaciones donde tras la realimentacién
se observa, sin embargo, una elevacién de la F-2,6-P=.
Tal es el caso de la administracién directa de glucosa,
en donde se han descrito (168> elevaciones discretas
de la F-2,6-P=. Otros 1investigadores (170> han mostrado
recientemente una elevacidén muy significativa de 1la
F-2,6-P= inmediatamente tras la realimentacién del animal
con dietas conteniendo un 58% de sacarosa, asociada a una
elevacién de 1lactato portal (hasta S5 mMD. Estos
resultados pueden ser compatibles con los encontrados en
cultivo, dado que 1la dieta rica en sacarosa -aporta una
cantidad considerable de fructosa, y en presencia de este
precursor es posible observar una considerable elevacion
de la F-2,6-P= asociada &a wuna elevada actividad
glucolitica, que no impide por otra parte la importante
actividad gluconeogénica determinada simulténeamente en
estas condiciones.

La elevacion del lactato portal puede ser pues un
factor determinante en la activacién de la
gluconeogénesis permitiendo que la resintesis de
glucégeno en la reversién del ayuno pueda transcurrir via
indirecta, tanto a partir del propio lactato, como
incorporando otro +tipo de ©precursores <(aminoacidos,
glicerol,etec.). Es improbable que precursores como el
glicerol o©o el piruvato Jueguen un papel relevante 1in
vivo, atan a pesar de que también pueden activar el flujo
gluconeogénico, ya que a diferencia del lactato no
pueden alcanzar concentraciones muy elevadas en la porta.

Pese al importante papel de la gluconeogénesis en
la acumulacién de glucégeno, la glucosa puede ser
incorporada de forma directa también en cultivo, lo que
confirma que est4 via de sintesis puede ser también
importante in vivo, tal como definieron originalmente
Hers (52) y Stalmans (54). Sin embargo en oposicién a
estos autores, en el rango de concentraciones
fisiolégicas la glucosa no parece actiar por si sola y
anicamente es incorporada a glucégeno tras la adicién de
insulina al medio de cultivo, con un efecto mucho méas
acusado en presencia de dexametasona. La ausencia de
cualquier estimulacién previa del hepatocito con hormonas
glucogenoliticas parece confirmar 1la existencia de un
papel directo de la hormona tanto en la acumulacién de
glucégeno (probablemente provocando la estimulacién de 1la
GS) como en la glucolisis, Estos resultados pueden ser
equiparables a los observados 1In vivo por distintos
autores, si se tiene en cuenta que 1la administracién de
glucosa 1n vivo va asociada a liberacién de insulina, y
que los efectos de la hormona podrian ser atribuidos a la
hexosa.
. La administracién al cultivo de concentraciones
cracientes de glucosa o insulina (en ausencia de lactato
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exégeno), produce como hemos visto wuna estimulacién
simulténea de 1la acumulacién de glucégeno y de 1la
produccién de lactato, asociada a niveles elevados de
F-2,6-P=; dado que el metabolismo de carbohidratos se
halla estrechamente integrado, es posible que en éstas
situaciones parte del 1lactato producido se recicle
acumuléndose como glucégeno. La contribucién de 1la
glucolisis endégena del propio hepatocito a la sintesis
de glucégeno, ha sido determinada en cultivo mediante la
utilizacién de sustratos marcados (169,202,
encontrédndose que en estas situaciones la mayor parte del
glucégeno sintetizado proviene de incorporacién directa
de glucosa, y aproximadamente un 25% se acumula a partir
del lactato formado previamente en el hepatocito. En base
a estos resultados, los autores propugnan un papel més
importante para la via directa de sintesis de glucégeno a
la vez que sugieren que el glucégeno sintetizado via
indirecta proviene fundamentalmente de la glucosa
glucolizada en el propio higado.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio
confirman, en idénticas condiciones de emnsayo, que la via
directa funciona fundamentalmente gracias a la presencia
de insulina, sin descartar una cierta contribucién de 1la
gluconeogénesis a partir del lactato producto de 1la
glucolisis también estimulada en estas condiciones. Sin
embargo, la acumulacién de glucégeno es mucho mas
importante si se administra lactato exégenamente, lo que
suglere que In vivo la fuente del lactato utilizado en la
resintesis de glucégeno pueda ser también fundamentalmen-—
te extrahepatica.

Aparentemente la glucosa por si sola no parece
Jugar un papel muy importante en la glicogénesis en
cultivo, siendo minima su utilizacién para tal fin en
ausencia de 1insulina. No obstante su presencia es
necesaria para permitir la acumulacién neta de glucdgeno
tanto por accién hormonal como en la via indirecta, a
partir de precursores gluconeogénicos. La necesidad de la
presencia de glucosa en la glicogénesis producida por
efecto de distintos sustratos gluconeogénicos, habia sido
ya puesta de manifiesto anteriormente por otros autores
(162,167) que sugerian que mAs que como sustrato, la
glucosa actuaba en esta situacién como posible activador
de la sintesis de glucégeno.

Los resultados obtenidos de la comparacién de la
funcionalidad metabélica celular frente a concentraciones
de glucosa comprendidas en el rango fisiolégico
observable en la transicién ayuno-alimentacién,
constituyen la primera evidencia experimental clara de un
efecto de la glucosa como factor modulador de la sintesis
de glucégeno tanto por accién hormonal como cuando la
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glicogénesis se produce fundamentalmente a partir de
actividad gluconeogénica.

Yo s6lo es necesaria la presencia de glucosa,
sino que ésta debe encontrarse en concentracién préxima a
la portal del animal alimentado para que se produzca un
incremento neto en el contenido en glucégeno. Con
concentraciones inferiores, pese a que insulina y lactato
pueden incorporar glucosa a glucégeno, no se observa
acumulacién neta, debido probablemente a wuna activa
degradacion simulténea. Estas observaciones sugieren que
la concentracién de glucosa sea un factor determinante,
responsable fundamentalmente de 1la inactivacién de 1la.
fosforilasa a. El papel de la insulina puede ser incluso
mas importante In vivo contrarrestando la accién del
glucagén (56>, hormona predominante en el ayuno; en
cultivo su presencia parece ser necesaria para producir
una activacioén efectiva de la GS (como se discutidé en el
apartado correspondiente).

Es posible pués sugerir que in vivo la
presencia simulténea de insulina y glucosa a niveles
elevados, sea el factor determinante de la reversién de
la G-6-P hacia glucdgeno, tenga ésta © no origen
gluconeogénico, mientras que la presencia de
concentraciones elevadas de lactato pudiera ser la sefial
determinante del mantenimiento de 1la gluconeogénesis
activa durante el periodo que sigue a la alimentacién,
aun en presencia de insulina. En estas circunstancias, el
efecto de 1la insulina antagonizando al glucagdén, sbélo
seria manifiesto sobre la sintesis de glucégeno, y no
sobre la gluconeogénesis.

Finalmente, dado gue el hepatocito puede
sintetizar glucégeno por ambas rutas, es posible
considerar que la preponderancia de una u otra va a ser
determinada in wvivo por el tipo de dieta, ¢ las

condiciones experimentales utilizadas por el investigador
en los ensayos 1In vitro <d(que por otra parte pueden
contribuir frecuentemente a discrepancias en la
interpretacion de los resultados).

Las revisiones mAs recientes sobre el papel de la
gluconeogénesis y la glucosa en la sintesis de glucégeno
tras la realimentacién sugirieron la posibilidad de que
ambas vias sean activas simultaneamente 1In vivo, pero
ocurran en subpoblaciones Thepatocitarias diferentes
(55,58,164). Esta posibilidad permanece en la actualidad
sin confirmar, aunque recientemente se han descrito las
primeras evidencias (171) en higado perfundido, que
muestran por técnicas histoquimicas como el glucégeno
sintetizado a partir de 1lactato/piruvato se acumula
preferentemente en los hepatocitos periportales.
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La wutilizacién del hepatocito cultivado en
nuestro estudio, permitié la 1localizacién del glucédégeno
acumulado por el hepatocito cultivado (en respuesta a la
adicién de glucosa, insulina y lactato), como material

PAS-positivo. Los resultados han mostrado una clara
heterogeneidad en la distribucién del polisacarido entre
distintas poblaciones celulares. La coexistencia de

hepatocitos con muy elevado contenido en glucégeno junto
a células que permanecen practicamente depleccionadas, se
ha observada 1incluso en aquellas condiciones donde se
alcanza la madxima capacidad de recarga en cultivo

Si bien no se puede descartar la posibilidad de
una distribucién heterogénea del equipamiento enzimatico
requerido para la sintesis de glucégeno y que por tanto
s6lo exista una determinada proporcién de células capaces
de almacenarlo cualquiera que sea el origen de la G-6-P,
es posible que las células que incrementan su contenido
en glucégeno en respuesta a glucosa (o insulina) y las
que lo hacen a partir de lactato pertenezcan a
subpoblaciones hepatocitarias diferentes, correspondien-—
tes a la perivenosa y periportal hepatica
respectivamente, caracterizadas a su vez por una mAS
elevada capacidad glucolitica o gluconeogénica. No es
extrafio por otra parte que esta heterogeneidad permanezca
evidente en cultivo, a pesar de 1las condiciones
homogéneas de mantenimiento, ya que s6lo han transcurrido
24 horas desde el aislamiento.

Actualmente se estén realizando en el laboratorio
estudios encaminados a determinar si la poblacién
responsable de la recarga es siempre la misma, o si ésta
varia en funcién de la via de sintesis utilizada por el
hepatocito. No obstante, el hecho de que en ningin caso
se alcance la recarga mAxima a niveles comparables al
contenido en glucégeno del hepatocito aislado de animal
alimentado, mientras simultaneamente se observan
hepatocitos con niveles minimos del polisacarido, sugiere
como mAs probable la posibilidad de un mantenimiento de
la heterogeneidad celular en cultivo en cuanto a la via
preferente de acumulacién. De tal manera que s6lo sera
posible una recarga mixima comparable a la existente in
vivo, tras la incubacién del hepatocito cultivado en un
entorno que reproduzca de manera completa las
condiciones de hormonas y nutrientes que 1llegan al
hepatocito via portal con la realimentacién.
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CONCLUSIONES



Del trabajo experimental desarrollado, deducimos como
conclusiones mads importantes:

1.- Durante las etapas iniciales de cultivo, el
metabolismo de hidratos de carbono se caracteriza
por: 1> una muy elevada actividad glucolitica,

asociada a un incremento secuencial del contenido en
ADP, AMP y F-2,6-P=; 2) una masiva glucogenolisis. No
obstante tras 24 horas de cultivo, el hepatocito
presenta un patrén metabdélico estable, donde los
estudios de regulacién y capacidad de respuesta a
distintos efectores muestran resultados comparables a -
los del hepatocito in vivo.

2.— La actividad glucolitica en el cultivo es comparable
a la del higado In vivo, con niveles de actividad PK
y PFK 2, y de F-2,6-P=, que son semejantes a los
observados en el animal alimentado. En este momento
la célula cultivada responde incrementando la
produccién de lactato, tanto a estimulos hormonales
(insulina) como a un aumento en la concentracién de
glucosa.

3.— A las 24 horas de cultivo, la actividad gluconeogéni-
ca del hepatocito es estimulada por lactato, piruvato
y glicerol, a través de una disminucién en el
contenido en F-2,6-P=. En presencia de fructosa
encontramos una activacién simulténea de todas las
vias del metabolismo de carbohidratos. El hepatocito
responde a la adicién de glucagdén con estimulacidédn de
la glucogenolisis y de la gluconeogénesis a partir de
lactato, piruvato y fructosa.

4,—- E1l contenido en glucégeno del hepatocito es
comparable al del higado en el animal ayunado, con la
actividad GF mayoritariamente en su forma activa. El
hepatocito es capaz de incrementar su contenido en el
polisacérido tanto en respuesta a efectores
hormonales <{(insulina) como nutricionales <(glucosa y
sustratos gluconeogénicos), siempre que estos se
incorporen en el adecuado rango de concentraciones.
El glucégeno acumulado en todos. 1los casos se
encuentra distribuido heterogéneamente en la
poblacion hepatocitaria.

5.~ La glucosa por si sola es escasamente utilizada por
el hepatocito en el rango de concentraciones
fisiolégicas. La acclén de la insulina es entonces
fundamental para la estimulacién de la glucolisis y
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de la acumulacién de glucdégeno, que sé6lo se produce
cuando la concentracién exégena de glucosa refleja la
portal del animal alimentado. A menores concentracio-—-
nes de glucosa, se eleva considerablemente la
concentracién de insulina requerida para una
estimulacién efectiva de la glucolisis, y no es
posible observar un incremento neto en el contenido
en glucégeno. Este comportamiento se reproduce cuando
la sintesis del polisacarido es provocada por el
aporte de sustratos gluconeogénicos (lactato).

El cultivo de hepatocitos en condiciones quimicamente
definidas, precisa 1la suplementacién hormonal del
medio de cultivo para la expresién durante periodos
prolongados de la funcionalidad celular: 1) La presen
cia de insulina 107®M es indispensable para el mante-
nimiento de la capacidad de sintesis y acumulacidén de
glucégeno; 2> la dexametasona 10~7M contribuye a
preservar no sé6lo a la supervivencia y funcionalidad
sino también el estado diferenciado del hepatocito
cultivado, como se deduce del estudio del patrén
isocenzimatico de 1la PK. En estas condiciones las
funciones que constituyen el metabolismo hepatico de
carbohidratos se conservan durante al menos 4 dias de
cultivo, si bilen el hepatocito expresa preferentemen-
te su capacidad glucolitica y de almacenamiento de
glucégeno.
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