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1., 1. INTRODUCCION AL TRANSPORTE DE AMINOACIDOS A TRAVES DE
MEMBRANAS EN CELULAS EUCARIQOTAS

1. 1.1, EVIDENCIAS DE GRADIENTES DE CONCENTRACION DE
AMINOACIDOS ENTRE CELULAS Y FLUIDO EXTRACELULAR

Los aminoicidos son pequerias moléculas organicas que
contienen en su estructura bisica un grupo carboxilo ¥y un
grupo amino. Sélo en-algunas contadas excepciones, el grupo
acido puede no ser carboxilo (caso de 1a taurina, que
contiene un grupo sulfénico y es considerada también como un
aminoacido). LLa totalidad de los aminoicidos que forman
parte de proteinas Yy aquellos gque son metabdélicamente
importantes son <«a-aminoacidos, lo cual implica que los dos
grupos que les caracterizan, carboxilo y amino, se encuentran
en posicidon alfa. La diversidad estructural y funcional de
estos compuestos proviene de las caracteristicas quimicas del
radical unido al carbono alfa. Los veinte aminoicidos
proteicos son a menudo citados de forma abreviada por una
combinacidon de tres letras (Barret, 198%5) (figura 1.14.1.).

Aunque 1las plantas y algunos microorganismos son
capaces de biosintetizar todos los amincacidos primarios, los
mamiferos han perdido 1la capacidad de sintetizar la
suficiente cantidad de ocho de estos compuestos: isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptéfano y valina; conocidos como aminodcidos "esenciales".
Muchas especies, a su vez, noe pueden sintetizar histidina y
arginina. En general, los aminocacidos esenciales han de ser
obtenidos de la dieta. La nutricidén (y los disenos de dietas)
sSon un campo aplicado para el estudio del transporte de
aminoacidos. Por ejemplo, los estudios del efecto de dietas
especiales sobre la regulacidén de la captacldén de aminoacidos
del plasma por el cerebro (Barret, 1985).

En uno de lo0s primeros trabajos que se describen sobre
el estudio de los aminoacidos en los organismos superiores
Van SlyKe y Meyer (1913-1914) usaron su nuevo método de Acido
nitroso para mostrar que en perros los aminoicidos lidbres
estaban mucho mis concentrados en los tejidos que en el
Plasma, Y que la inyeccidén de una mezcla de aminoacidos
(caseina hidrolizada) aumentaba mis los niveles tisulares que
los niveles plasmiticos. Estos autores describieron que los
aminodcidos en la sangre parecian estar en equilibrio con 1los
de los tejidos y que se podria considerar la transferencia de
€stos anidlogamente a 10 que ocurre de érgano a srgano o de
los érganos maternales al feto (Van Slyke y Mever, 1913-1914),

Actualmente, se han realizado exhaustivos estudios

Sobre las diferencias de concentraciones de aminoicidos entre

tejidos vy Plasma; asi, por ejemplo, las relacidénes de

concentraciones de Ala, Gln y Gly entre el higado y el plasma
de rata son de 4,8, 21.4 ¥y 8.3, respectivamente (PaStOvannaO
re) FAC(/[}:-?A
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Anglada Yy c¢ol,, 1986). Se puede observar, pués, que 1las
concentraciones de estos compuestos en los tejidos son
superiores a los plasmaticos ¥y gque debe de existir un
mecanismo responsable de captar aminocidcidos de la sangre en
contra del gradiente interno del propio tejido.

Asi, respetando 1la hipotésis de Van Slyke y HMeyer
(1913-1914) se podria ainadir que el equlilibrio entre 1lo0s
aminoacidos de 1la sangre Yy 1los tisulares esta regido por
sistemas de transporte sensibles de ser regulados por el
propio organismo.

1. 1. 2. PRIMERAS EVIDENCIAS DE LA EXISTENCIA DE SISTEMAS DE
TRANSPORTE. CONCEPTO DE COMPETITIVIDAD Y EXCLUSION

Es evidente que en 10s primeros trabajos de Van Slyke y
Meyver (1913-1914) no se conocia nada acerca de 1la posible
existencia de unos sistemas transportadores de aminoacidos
entre el plasma y los tejidos. En 1948 Christensen y c¢ol.
observaron dque la administracién por via gastrica de Gly vy
Gln perturbaban su distribucidén en plasma, higado y misculo;
sus resultados mostraron que los aminocacidos compiten por ser
captados a través de sistemas especificos de transporte.

Cuando en 1948, Christensen y col. realizaron estos
experimentos, comprobaron que la fenilalanina, la leucina y
el triptéfano tendian a incrementar moderadamente la
distribucion de glicina entre tejidos y plasma. Una podblacién
de aminoicidos, incluyendo alanina, serina, treonina vy
pProlina mostraron una inhibicién competitiva del transporte
de glicina, mientras que otra poblacidén de aminoacidos,
triptéfano, leucina, fenilalanina, tirosina, metionina e
histidina intensificaron los gradientes tejido-plasma. Los
aminoidcidos parecian mostrar una inhibicién competitiva entre
ellos por 1los medios gque las células concentran estos
compuestos, indicando que estos mecanismos no operan
independientemente para cada aminoiacido. Los autores proponen
que cuando se realiza una acumulacidén asimétrica de
aminoidcidos producida por administracién forzada o dieta, la
capacidad de las c¢élulas para retener aminoiacidos se
modificarsi, pudiéndose esperar un efecto inhibidor sobre 1la
retencién de estos compuestos (Christensen y col., 1948). La
razén Para este comportamiento residiria en los distintos
Ssistemas de transporte que se conocen para la captacién de
aminodcidos en las células animales (Christensen, 1985).

En este trabajo se utilizaran extensivamente términos
¢omo transportador, sistema de transporte o simplemente
Sistema, para describir la actividad de proteinas de membrana
Plasmiatica, facilitadora del movimiento de los aminoicidos de
una parte a otra de la membrana.
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La terminologia en el campo del +transporte bioldgico
puede ser, a veces, confusa, y los términos empleados para
describir 1los sistemas de transporte estan basados sobre
evidencias experimentales indirectas. Los fisidlogos han
dividido, tradicionalmente, 1los mecanismos de transporte en
dos clases, "transportadores y poros". Esta divisién se basa
en criterios tales como (1) el grado de selectividad
molecular al substrato (alto en el caso de los
transportadores gque distinguen marcadamente, por ejemplo,
entre isomeros D ¥y L de aminoacidos); (ii) saturacién del
transporte a alta concentracidéon del substrato (tipicamente
encontrada en 1los transportadores y no en 1los poros); (iiil)
acoplamiento de un flujo con otro (visto en transportadores
gque muestran una relacién directa del flujo de aminoacidos
con el flujo de Na* (Robinson, 1975). La selectividad de
substrato, 1la saturacién y el flujo estequiométrico no
proporcionan el mejor c¢riterio para la distincidn entre poros
y transportadores (Hile, 1984). Se tiene qgque remarcar dque 1los
Poros no Jjuegan un papel importante en 1las ideas actuales
sobre el mecanismo de transporte de aminoiacidos.

La nomenclatura "cis" Yy "trans" puede requerir una
explicaciéon en 1o referente al pase de 10s aminoiacidos a
través de membranas. Estos términos se utilizan normalmente
cuando un flujo de aminoacidos se mide localizando,
respectivamente, un compartimento que es "¢cis" en direccidon
al llamado "trans". Asi, durante los experimentos de flujo de
entrada en c¢élulas aisladas, el compartimento "c¢is" sera el
extracelular y el ‘"trans" seri el liquido intracelular.
Durante la medida del flujo de salida del aminoacido desde 1la
célula, los términos son los opuestos, siendo "cis" el
referente al intracelular vy "trans" el extracelular. El
transporte a través de membranas plasmiticas se tiene que
distinguir del transporte en cé&lulas o en capas celulares,
que implica un movimiento del substrato a través de membranas
Y citosol.

Por dltimo, la actividad del transporte de substratos a
través de <células puede ser caracterizada como si de una
actividad enzimitica se tratara, esto quiere decir gque se
Pgede estudiar sobre ella parametros tales como, la velocidad
maxima (Vmax) Y 1la constante de afinidad (Km) usando 1la
€cuacidén de Michaelis-Menten.



1.1.3. CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN CELULAS

EUCARIOTAS

1. 1. 3. 1. Introduccidén a la clasificacidn de los sistemas de
transporte.

En las células eucariotas se han descrito una serie de
entidades denominadas sistemas de transporte, responsables de
la captacion de aminoacidos del medio extracelular.
Basicamente, los sistemas de transporte se clasifican segun
las caracteristicas quimicas de su substrato. De esta manera
se ha establecido una clasificacidéon de estos sistemas
expuesta en la tabla 1.1. 3.1,

En lineas generales, se pueden dividir los sistemas de
transporte de aminoacidos en tres grandes bloques:

- Sistemas para aminoacidos neutros.
- Sistemas para aminoacidos anidénicos.
- Sistemas para aminoacidos catidénicos.

Existen sistemas de transporte de aminoacidos dque se
han 1identificado solamente en algunos tipos celulares c¢como,
por ejemplo, el sistema N en hepatocitos (Vvadgama vy
Christensen. 1983) y, posiblemente, en reticulocitos de rata
(Vidas, 1986). Sin embargo, otros parecen tener un amplio
espectro encontrandose en diversos tipos celulares como, por
eljemplo, el sistema A y L.

Actualmente, existen estudios que intentan profundizar
sobre la existencia de nuevas entidades de transporte, pero
éstos son minoritarios y no esti todavia clara su
localizacidn, por 1o que no se entrara en su discusidn.

Sistemas de transporte para aminoicidos neutros

Estos sistemas son los mas importantes vy los
responsables de concentrar en conira de gradiente, entre
otros, aminoicidos potencialmente gluconeogenéticos.

La subdivisidén de los sistemas incluidos en este grupo

viene determinada por su dependencia o no del Nat, Este
grupo se tratari en puntos posteriores de esta memoria.

Sistemas de transporte para aminoicidos anidnicos

En hepatocitos fetales y células de hepatoma se han
descrito sistemas de transporte especificos dependientes de
Na* para aminoacidos aniénicos de cadena corta como, por
ejemplo, el aspartato y el cisteato; designindose a este



sistema con el nombre de Xa~ para indicar su
preferencia por el aspartato (Makowske y Christensen, 1982a).
Estas c¢élulas poseen también una ruta 1independiente de
Nat* para el glutamato y 1la c¢istina (Christensen Yy col,,
1983),. Este sistema ha sido designado X~ por su
preferencia a la cistina (MakKowsKe y Christensen 1882a) b 4
también ha sido descrito en fibroblastos (Bannai y Kitamura,

1980).

Durante 1la diferenciacién de los hepatocitos parece
existir un cambio en la mayoria de los sistemas de transporte
de aminoacidos anidnicos. En 1los hepatocitos maduros, la
actividad del sistema Xg~ es minima y, solo, después
de un tratamiento c¢on 1insulina vuelve a convertirse en 1la
principal ruta de entrada para la cistina (Takada y Bannai,

1984). El sistema Xag™ es el que substituye al
XpA~™ €en hepatocitos maduros c¢omo principal via de
entrada para el glutamato y el aspartato (MakowsKe Yy
Christensen, 1982a). El sistema Xag~ se ha descrito
también en fibroblastos (Gazzola y c¢ol.,, 1981a, Dall’Asta Yy
col., 1983). Se sabe que Xa~ Yy Xag~ son el

mismo sistema pero que tiene alterada su actividad
dependiendo del estado de diferenciacidon de la célula
(Christensen y c¢ol,, 1983). Asi, se ha descrito gque en 1lineas
celulares de hepatoma vuelven a aparecer las caracteristicas
fetales (Christensen y c¢ol.,, 1983).

Los aminoacidos anioénicos son transportados por el
sistema ASC a pH bajos, por lo gue se ha sugerido en diversas
ocasiones que el sistema Xp,~ y el ASC son el mismo
sistema pero con diferentes formas protonadas (Christensen y
col. 1983, MakowsKe y Christensen, 1982b).

Sistemas de transporte para aminocicidos catidnicos

En 1985 se publicd una revisién muy completa sobre el
transporte de aminoicidos catidnicos (White, 1985). Se ha
descrito un sistema responsable de su captacién en células de
Ehrlich, fibroblastos humanos Yy otros tipos celulares,
denominandose sistema y* (White Y Christensen, i982;
wWhite y col., 1982). Este sistema es independiente de
Na*, tiene baja sensibilidad al ©pH, esti sujeto a
trans-estimulacién y es especifico para lisina, arginina e
pistidina. Un aminodcido neutro con un 1én sodio puede
inhibir competitivamente este sistema y participar en
reacciones de intercambio con 10s substratos ordinarios del
Sistema y* (Christensen y col, 1969). Este sistema es
dificilmente detectable en hepatocitos aislados pero esti
Presente en células de hepatoma (White y Christensen, 1982).
La bpoca actividad existente del sistema vt en
hepatocitos normales maduros sirve de barrera entre 1la
arginina intracelular Y la plasmatica, puesto que la arginina
intracelular esta completamente hidrolizada por la arginasa,



SISTEMAS DE TRANSPORTE PARA AMINOACIDOS NEUTROS

Sistemas dependientes de Na*:

Sistema Gly Glicina y sarcosina.
Sistema A Muchos aminodcidos neutros.
Sistema ASC Numerosos amincadacidos neutros

pero no N-metil derivados, A
PH bajos ciertos aminodcidos
aniénicos.

Sistema B9 * Ancho espectro
Sistema N Histidina, glutamina, asparagina.
Hepatocitos, su distribucidén atn

no esta del tcdo determinada.

B-sistema g~-alanina, taurina, B-acido
isobutirico.

Sistemas independientes de Na‘t:

Sistema L Preferencia por aminocidcidos neutros con
cadena ramificada. Existen posibles
variantes.

Sistema T Preferencia por el Triptofano.

Sistema asc Treonina, serina, alanina y cisteina.

Células eritroides, per¢o usualmente en
eritrocitos no maduros de mamiferos.
Presenta analogia con el sistema ASC.

SISTEMAS PARA AMINOACIDOS ANIONICOS:

XA Xg~

XAG™y Xc~
Sistemas que prefieren aspartato,
glutamato (o} ¢istina b4 glutamato
respectivamente.

SISTEMAS PARA AMINOACIDOS CATIONICOS:

vt: Lisina, arginina, ornitina
Dos formas pueden aparecer Jjuntas en
intestino. Un sistema especifico para
ornitina se conoce en mitocondria
hepatica.

Tabla 1.1, 3, - Resumen de algunos de 1o0s sistemas de
transporte de aminoacidos conocidos en tejidos y ¢élulas de
animales superiores (Christensen, 1982).



previamente a su entrada en el ciclo de 1la urea. Esta
separacién puede ser necesaria para ajustar el flujo de
arginina a otros teljidos. Se ha sugerido gque la aparicion
del sistema ¥yt y la pérdida de arginasa por las c¢élulas
de hepatoma pueden sSer unos pascs criticos para la
transformacidén de 1los hepatdécitos (Weissbach vy c¢ol,, 1982).

1.1, 3. 2. Caracteristicas generales de los sistemas de
transporte para aminoidcidos neutros

Christensen al inicio de sus estudios sobre el
transporte de aminoiacidos en tejidos y c¢élulas de animales
superiocres incluyd pruebas gue argumentaban un papel crucial
de los 1idénes metidlicos en 1la captacién concentrativa de
glicina y que se observaban movimiento$ reciprocos de HNa*t
y Kt. La energetizacién podria ser debida a gradientes de
sodio b'd potasio {Riggs Yy col,, 1958). Estos autores
describieron gque una funcidn energética puede ser asignada a
lcis movimientos de HNat' que son reciprocos a los de
X

Se han realizado numerosos estudios sobre la
estequiometria del transporte del substrato y del cosubstrato
pPor 1los sistemas de transporte neuiros; por ejemplo, de
alanina (Oxender y Christensen, 1963), de glicina (Vidaver,
1964b) y de leucina (Oxender Yy Christenden, 1963; McGivan vy
col.,, 1977). Se Jjustifica 1a division interna de 1los sistemas
de transporte de este grupo en base a la dependencia del idn
utilizado como cosubstrato en el transporte del aminoiacido
(Thomas y Christensen, 1971) y la especificidad de la moleula
transportadora (Xoser ¥y Christensen, {97%). Actualmente, se
tiende a aceptar 1la clasificacién expuesta en la tabla 1.1.3.

Los sistemas de +transporte dependientes de sodio son
mecanismos de transporte activo secundario; es decir, aunque
ellos mismos no son los responsables directos del consumo de
energia, es necesario el funcionamiento de 1la bomba
Ma*-K*(Na-K ATPasa), que comporta gasto de ATP, para
el mantenimiento del gradiente de Na*t, Asi, diferentes
trabajos describen una relacidn directa entre la actividad
Na-K ATPasa y la de los sistemas de transporte dependientes
de Na* (Schenermann Yy col. 1988; Leister y col. 1988).
Asimismo, recientemente, se ha descrito una relacién directa
entre la 1induccidn de 1la actividad del sistema A y el
il:lcremento del ARNm de las subunidades de la HNa-X ATPasa, en
células de ovario de hamster chino (CHO), lo cual sugiere la
€Xistencia de wun gen eventualmente regitlador de ambas
funciones (Englesberg, 1989).



1,1.3.2.1. Sistemas de transporte dependientes de sodio

El sistema A sirve principalmente para la captacidéon de
aminoicidos de cadena corta, polar y linear, aungque otro tipo
de aminoacidos pueden tener un pequeiio componente de
transporte por este sistema. El sistema A esta caracterizado
por su dependencia de Na‘*, su reducida actividad a PpH
extracelulares Dbajos (Oxender Yy Christensen, 1963) Y su
tolerancia a substratos N-metilados, tales como el substrato
no metabolizable 2-metilaminoisobutirico (MeAIB). Debido a la
importancia de este sistema en esta memoria, sera descrito
ampliamente en el apartado 1.1.6.

Existe un segundo sistema dependiente de HNat vy
responsable de la captacion de aminoacidos neutros, que se
describiéd en las c¢éelulas de Ehrlich al estudiarse la
captacién de alanina resistente a MeAIB, denominiandose
sistema ASC (Christensen y col.,, 1967). Este sistema es
responsable, principalmente, del +transporte de alanina,
serina Yy cisteina y aminoacidos homdlogos c¢on mas de cinco
carbonos (Christensen y <col.,, 1967). El sistema ASC se
distingue del A por su intolerancia a compuestos N-metilados.
Este sistema seria tratado mas ampliamente en el apartado
1.1.5.

El sistema Gly, especifico para glicina y sarcosina,
fue descrito por Vidaver en eritrocitos de paloma (Vidaver
1%864a, b, c,d; Vidaver y col. 1964), Este sistema de transporte
se caracteriza por precisar como cosubstrato dos moléculas
de sodio por cada molécula de aminoacido transportado.
Posteriormente, este sistema se ha descrito en hepatocitos de
rata y células de hepatoma HTC (Christensen y Handlogten,
1981). La captacidén de glicina por este sistema es altamente
inhibible por sarcosina pero débilmente por MeAIB y es
resistente a pH bajos (Christensen y Handlogten, 1981).

En hepatocitos y en lineas celulares relacionadas se ha
descrito otro sistema dependiente de sodio para el transporte
de glutamina, asparagina, histidina y algunas moléculas
anialogas (Kilberg y col., 1980). Este sistema se ha
denominado N para indicar la presencia de nitrégeno en la
cadena de los substratos. A pesar de que se ha descrito que
el sistema N era especifico de las cé&lulas hepaticas
(Xilberg, 1982), posteriormente, se han aportado datos que
bPodrian identificar la existencia de este sistema en
reticulocitos de rata (Viidas, 1986). El sistema N esti sujeto
a4 regulacidon por la asequibilidad de aminoiacidos (Kilberg,
1982) y su sensibilidad al descensc de PH, similar a 1la
descrita por el sistema A (Kilberg y col., 1980; Vadgama y
Christensen, 1983).

En 1972, Epel describidé en huevos de erizo de mar un
Sistema de transporte dependiente de sodio gue aparecia
después de su fertilizacidén. El hallazgo de que la valina era
transportada por este sistema, seguido de otras



observaciones, llevaron a la conclusidén de gque no se trataba
ni del sistema A ni del ASC (Allemand Yy <¢ol,, 1984).
Asimismo, la activacion del Dblastocito de ratén al final de
la diapausa conduce a la apariciéon de esta actividad de
transporte dependiente de Nat*, observiandose que este
sistema era inhibido por aminoiacidos Dbiciclicos, normalmente
restringidos a 1los transportadores independientes . de HNat,
Yy por 1la lisina (Van Winkle y c¢ol, 1985). El dltimo hallazgo
de que el MeAIB no consiguiera actuar c¢omo substrato del
sistema, hizo pensar gque se trataba de un sistema de
transporte de caracteristicas propias gque se denomindé B©O*
donde se intentd remarcar la tolerancia a aminoiacidos libres
de carga (Christensen y Xilberg, 1987).

El sistema de transporte para Baminoacidos Y
taurina fue descrito en 1980 por Hardison y Weiner. Estos
autores, basiandose en la elevada relacidon existente entre 1la
taurina hepatica respecto a la plasmatica, propusieron gue
debia existir un mecanismo especifico gque permitiera
concentrar este aminocacido en c¢ontra de gradiente en el
higado. Este sistema dependiente de sodio y especifico para
aminoacidos del tipo B8 no es inhidbible por L aminoicidos,
su actividad es estimulada por 1la presencia en el medio
extracelular de Cl1© y necesita 1la presencia de multiples
iones de HNa* para el transporte de una molécula de
taurina (Bucuvalas, 1987). Asimismo, se ha descrito actividad
de este sistema en intestino y riidon (Shimada y <¢ol.,, 1984;
Moyer y col.,, 1988).

1.1.3.2.2. Sistemas de transporte independientes de sodio

El sistema L fue uno de los primeros sistemas de
transporte de aminoacidos neutros caracterizados en c¢élulas
de Enhrlich (Oxender y Christensen, 1963). Este sistema es el
mis reactivo frente a aminoiacidos aromiticos y de cadena
ramificada vy, esti sujeto a trans-estimulacidén. El sistema L
puede identificarse facilmente mediante la utilizacidén de
los anialogos de aminoiacidos no metabolizables: acido 2-
aminobiciclo-(2,2, 1)-heptano-2~-carboxilico (Christensen b4
col., 1969) y el acido 3-aminobiciclo-(3,2,1)-octano-3-
carboxilico (Christensen y col., 1983). Se ha observado que
existe un cotransporte de leucina-protén que sugiere una
posible dependencia de este sistema de un gradiente de
protones (Mitsumoto y c¢ol., 1986). La actividad del sistema L
nuede ser regulada por la presencia o ausencia de aminoicidos
(Shotwell y col., 1982).

El sistema L se ha descrito en una gran variedad de
tipos celulares (Guidotti y col., 1978). Concretamente, en
hepatocitos se han ldentificado dos sistemas independientes
de sodio, denominados L1 y L2 (Weissbach y col., 1982). L2 es
un sistema de baja afinidad y alta capacidad, relativamente
activo en células recién aisladas, decreciendo su actividad
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tras 24 horas de cultivo; contrariamente, Li posee una alta
afinidad y una Dbaja capacidad e incrementa su actividad
después de las primeras 24 horas de cultivo. Este incremento
de actividad de L1 en c¢élulas en cultivo puede ser bloqueado
por <cicloheximida o actinomicina D, sugeriéndose que se
requiere 1a sintesis proteica y de ARNm (Weissbach y <c¢ol.,,
ig982).

Rosenberg y col. (1980) describieron en eritrocitos
humanos un sistema especifico independiente de s0di¢o para el
transporte de aminoacidos aromaticos {(triptéfano,

fenilalanina y tirosina). Este sistema se designd como T para
indicar su preferencia por el +triptéfano. Salter y c¢ol.
(1986) sugirieron su posible presencia en hepatocitos.

El estudio de 10s sistemas de transpofte durante 1la
maduracion de los eritrocitos en oveja (Young y ¢ol., 1975),
caballo (Fincham y c¢ol., 1985) v, particularmente, el
descubrimiento de fenotipos diferentes en la misma especie
después de la maduracidén celular, unido a la descripcidon de
un sistema de transporte independiente de sodio pero con las
mismas caracteristicas que el ASC, ha permitido proponer 1a
existencia de un nuevo sistema (asc), sugiriéndose que podria
ser una variante del ASC que ha perdido su dependencia del
sodio durante la maduracidén (Fincham y col., 1985), Debido al
descubrimiento de un sistema similar en eritrocitos de
paloma, célula nucleada analoga a 1os precursores de
eritrocitos en mamiferos, se pensd que el nuevo sistema de
transporte podia tener entidad propia y no que fuera un
producto Qe diferenciacion celular terminal de los
eritrocitos de mamiferos {Vadgama y Christensen, 1985).
Recientemente el sistema asc se ha descrito en epitelio de
pPancreas exocrino (Mann y Peran, 1986). Muchos investigadores
en este campo estan de acuerdo en definir el nuevo componente
de transporte como sistema asc (las letras minisculas se han
reconocido como indicativas de un sistema independiente de
sodio analogo al ASC) (Bannal y col., 1984).
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1.1.4. CARACTERISTICAS GENERALES SOBRE LA REGULACION HORMONAL

Los organismos superiores requieren un control sobre el
transporte de amincacidos para poder ajustar el flujo de
nutrientes entre los diferentes tipos celulares en cada
tejido, asi como entre los diferentes érganos en el cuerpo.
El control por hormonas e€s un mecanismo por el cual el flujo
de nutrientes estid coordinado entre todos los tejidos del
cuerpo. Asi, la regulacidén hormonal del metabolismo de 1los
aminoacidos puede ser considerada en tres niveles: (1) la
hormona 1induce la degradacidon de proteinas y la movilizacidén
de los aminodcidos, (ii) la hormona estimula el transporte de
aminoacidos en los tejidos diana v, (1ii) la hormona regula
el destino metabdlico de estos aminoidcidos.

En esta memoria so0lo vamos a describir someramente el
efecto de las hormonas sobre el transporte de aminoadcidos en
los tejidos diana. Los efectos de las diferentes hormonas han
sido discutidas ampliamente en varias revisiones (Guidotti y
col., 1978; Kilberg, 1982; Shotwell y c¢ol., 1983) y en 1la
tabla 1. 1.4, se presenta un resumen del control hormonal
sobre el transporte de aminoacidos. En muchos casos, se ha
observado que existe una correlacidén entre la estimulacién de
la captacion del aminodcido por una determinada hormona en el
tejido diana y un incremento en la actividad anabolica de 1la
célula (sintesis macromolecular, produccién de energia o

divisidén celular) (Shotwell y col., 1983). Contrariamente, el
transporte estia inalterado o inhibido cuando el efecto de 1la
hormona es catabdlico como, por ejemplo , la inhidbicidén del

transporte por glucocorticoides en misculo (Shotwell y col.,
1983).

En un inicio, muchos de estos estudios fueron
realizados en animales intactos. Por 10 tanto, cuando se
interpretan los resultados de estos experimentos se debe
considerar 1la posibilidad de que la administracidén exdgena de
hormonas puede causar una descarga de otras hormonas en el
organismo, gque pueden provocar efectos secundarios. El
desarrollo de técnicas in vitro ha contribuido
enormemente al mejor conocimiento de los efectos primarios de
las hormonas sobre el transporte de aminoicidos.

12



Agente efecto sobre el
transporte de
aminoacidos
Hormonas
ACTH incrementa
desciende
Andrdgenos incrementa
Catecolaminas incrementa
desciende
Estrégenos incrementa
FSH incrementa
Glucagon incrementa
desciende
Glucocorticoides incrementa
desciende
Hormona de
crecimiento incrementa
Insulina incrementa
LH incrementa
PTH incrementa
Prolactina incrementa
Hormonas
tiroideas incrementa

i3

glandula adrenal, misculo,
intestino, riifén

adiposo

prostata, vesicula seminal,
misc. esquelético, intestino
higado, rindn, corazon,
misc., esquelético, intestino

adiposo, misculo esquelético

itero, células de Enrlich

ovarios, testiculos
higado
adiposo

higado, fibroblastos

misc. esquelético, timocitos
linfocitos, gland. mamaria,
células Hela, cél. hepatoma,
higado y diafragma

masc.
higado,

esquelético, corazdn,
adiposo, diafragma

esquelético, corazdon,
médula 6sea, hi-
adrenal, linfo-
adipocitos,
hepatomas,
pPancreas
retina,

misc.
diafragma,
gado, gland.
citos, dtero,
fibroblastos,
gland. mamiria,
exocrino, tiroides,
pulmén

ovarios

médula é6sea, corteza rifnon

intestino, gland. mamaria,
misc. esquelético, tiroides,
higado
médula oésea, cartilago, hi-
gado, timocitos, intestino,
pituitaria
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Factores de crecimiento

EGF » incrementa cél. embrionarias de corazén
- de pollo, cé&l. NRK-~49F
desciende higado
FGF incrementa fibroblastos
IGF-11(MSA) incrementa mis. esquelético, hepatoma,

higado, c¢&l. embr. corazédn

IGF-1I

(somatomedina C) inc¢crementa fibroblastos humanos

NGF incrementa cél. feocromocitoma

TGF incrementa cél. NRX-49F, fibroblastos de

rata
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ACTH: hormona adrenocorticotropa

FSH: hormona estimulante del foliculo

LH: hormona luteinizante

PTH: hormona paratiroidea

EGF: factor de crecimiento epidermal

FGF: factor de crecimiento fibroblastico

IGFI1I (MSA): factor de crecimiento II de insulina
NGF: factor de crecimiento del nervio

TGF: factor de creciento timocitario

Tabla 1.1.4,- Regulacidén del transporte de aminoicidos por
hormonas y factores de crecimiento
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1.1, 5. SISTEMA ASC

El sistema ASC fue descrito en células de Ehrlich al
estudiar el transporte de alanina no inhibible por MeAlIB
(Christensen y col., 1965, 1967). Este sistema es dependiente
de sodio y presenta como substratos especificos la alanina,
la serina, la cisteina y, de hecho, puede transportar también
homélogos que posean una cadena de cuatro o cinco carbonos.
Debido a 1la especificidad por estos +tres aminoacidos se
conoce como sistema ASC. Ademas de la preferencia por estos
substratos, este sistema se distingue del A en base a su

relativa insensibilidad al pH. Trabajos realizados en
diversos tipos celulares, entre otros, hepatocitos adultos de
rata (Kilberg y col., 1980), células CHO (Shotwell y <col.,

1981) Yy hepatocitos fetales (Vadgama y Christensen, 1983)
demuestran que el +transporte efectuado por este sistema
difiere considerablemente a PpPH inferiores a 7.5 del
transporte por el sistema A.

También, contrariamente al sistema A, el sistema ASC
pPresenta una alta estereocespecifidad (Christensen y col.,
1967), no admite substratos N-metilados (Christensen y col.,
1965) y posee un comportamiento cinético muy diferente al del
sistema A ya que puede ser trans-estimuladoc por los
aminocacidos intracelulares (Shotwell vy Oxender, 1983).
También, dependiendo del tipo celular, presenta diferencias
respecto a la capacidad del sistema A para admitir cambios en
el ié6n que actua como cosubstrato; asi, en higado, el sistema
ASC tolera litio en lugar de sodio mejor que el A (Kilberg vy
col., 1979; Edmonson y col., 1979) mientras que en células de
Ehrlich (Christensen y Handlogten, 1i977), células CHO (Bass
Yy c¢ol., 1981) y en islotes pancreaticos (PrentkKi y Renold,
1983) la tolerancia al ién se invierte.

La actividad relativa de 10s sistemas A y ASC difiere
segun el tipo celular. Por ejemplo, la actividad del sistema
ASC es menor que la del sistema A en c¢é&lulas de Ehrlich,
bpero, Predomina en reticulocitos de conejo (Winter vy
Christensen, 1965) y en eritrocitos de paloma (Eavenson Yy
Christensen, 1967), en los cuales la actividad del sistema A
€s muy reducidad y dificil de evaluar. Asimismo, se ha
descrito wuna actividad importante del sistema ASC en
hepatocitos de rata (Edmonson y col., 1979), fibroblastos
(Gazzola y col., 1980) y en céluvlas CHO (Bass y col., 1981;
Shotwell y col., 1981).

De hecho, la falta de un modelo especifico de
aminodcido no metabolizable para el sistema ASC complica su
caracterizacidén en presencia de otros sistemas de transporte
Para aminoacidos neutros.
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1.1.6. SISTEMA A

1.1.6. 1. Caracteristicas generales del sistema

La principal caracteristica de este sistema de
transporte de aminoacidos neutros es la dependencia al sodio,
que permitid distinguirlo del sistema L {Oxender Yy
Christensen, 1963). El sistema A es especifico para
aminoidcidos de cadena corta, polar y linear, tales como 1la
alanina, glicina y analogos tipo 2-aminoisobutirico (AIB). De
hecho, debido a su tolerancia a substratos N-metilados puede
distinguirse facilmente del sistema ASC ya «que existe un
substrato que le es totalmente especifico, el N-metil-
aminoisobutirico (MeAIB) (Christensen y c¢ol., 1965). El
transporte dependiente de sodio por el sistema A se inhibe
fuertemente a PH bajos en todos 1los tipos celulares
estudiados, ¢células CHO (Shotwell y col., 1981), islotes
pancreaticos (Prentki y Renolgq, 1983) y hepatocitos (XKilberg
y col., 1980)

El sistema A presenta trans-inhibiciédn, es decir, la
captacidén de aminoidcidos se ve reducida por 1la presencia
intracelular de substratos de este sistema (Christensen,
1975). Una de 1las ©principales caracteristicas de este
sistema es que, ademias de poseer una regulacién por la
presencia o ausencia de aminoacidos, se conoce dgque esta
sometido a regulacidn hormonal y a control adaptativo (ver
apartado 1.1.6.2.) (Guidotti y col., 1975; Shotwell y col.,
1983; Collarini y Oxender, 1987). La esterecespecificidad que
Presenta el sistema A es moderada (Shotwell y Oxender, 1983).

El sistema A presenta una amplia distribucién entre 1los
organismos superiores y ha sido identificado en diversos
tipos <celulares, entre ellos en, células de Ehirich
(Christensen y Oxender, 1963), hepatocitos (LeCam y Freychet,
1977a), células CHO (Bass y col., 1981), islotes pancreaticos
(Prentki y Renold, 1983). Sin embargo, no se encuentra
Presente en eritrocitos ni en reticulocitos {(Winter vy
Christensen, 1965; Antonioli y Christensen, 1969).

1.1.6.2. Regulacidn de la actividad del sistema A

1.1.6.2. 1. Regulacién adaptativa de la sintesis del sistema A

Las cé&lulas animales se adaptan. a cambios en la
asequibilidad de los nutrientes mediante la regulacién de las
actividades de sus sistemas de transporte,. Riggs y Pan
(1972) wutilizando preparaciones de Gtero de rata y Gazzola y
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col. (1972) en células embrionarias de pollo, observaron que
su incubacién en medios libres de aminoicidos de tres a cinco
horas conducia a un incremento en el transporte de
aminoacidos neutros. Esta respuesta ha sido descrita como un
mecanismo de control adaptativo. Varios estudios han mostrado
que los sistemas ASC y L (Gazzola y col., 1973;  Kelley Y
Potter, 1979) no incrementan su actividad en c¢ondiciones
similares a las descritas para el sistema A (Riggs Yy Pan,
i972; Gazzola y col., 1973). El1 incremento de actividad del
sistema A estaba acompafnado de un incremento de Vmax sin que
la Xm se modificara (Riggs Yy Pan, 1972; < Gazzola y c¢ol.,

1972). Este resultado esta de acuerdo con un incremento del
nimero de transportadores del sistema. Asimismo, Shotwell y
col. (1983) observaron que la actividad del sistema A varia

inversamente a la cantidad de substratos para dicho sistema
que se encuentran en el medio de cultivo,

La existencia de regulacién adaptativa se ha descrito
en diversos tipos celulares (Guidotti y <col., 1975, 1978;
Smith vy col., 1973; Heaton y Gelehrter, i977; Kelley vy
Potter, 1978, 1979; Shotwell y col., 1981).

El aumento de la actividad del sistema A por ausencia
de aminoacidos requiere, aparentemente, sintesis de proteinas
Y de ARHN. Pruebas realizadas con inhibidores de la
transcripcidon y la traduccidédn han permitido observar que se
puede prevenir esta respuesta en distintos tipos celulares
(Gazzola, 1972; Gazzola Yy col., 1981Db; Shotwell y col.,
1981). Guddotti y col. (1978) concluyeron que la actividad
del sistema A estaba regulada por mecanismos de represion de-
represion que actuan a nivel transcripcional.

Moffet Yy Englesberg (1986) sugieren que el incremento
de ‘'la captacién de aminoacidos debido a la regulacidn
adaptativa no seria un resultado del fendémeno de
transinhibicidn, ruesto que el mismo efecto de-represivo se
Produce en c¢é€lulas sin acceso a aminoacidos antes de las
medidas experimentales.

1.1.6.2.2. Mecanismo miltiple de regulacidén del sistema A

La represién del transporte incrementado por control
adaptativo se origina tras la adicién de aminodcidos en el
medio de crecimiento. El transporte es inhibido mediante la
represién de 1la sintesis de 1los transportadores y, segin
algunos autores, el transportador puede ser 1inactivado
directamente. Muchos, pero no todos 1los substratos del
S}stema A, son capaces individuaiinente de reprimir la
Sintesis de este sistema en ausencia de otros aminoacidos
(Moffet y Englesberg, 1986). Los aniloges no metabolizables,
AIB y MeAIB, son particularmente efectivos demostrando que no
es necesaria la metabolizacidén del substrato para 1la
represioén, Otros aminoacidos, generalmente no transportados
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por el sistema A, incluyendo pB-alanina, histidina e
hidroxiprolina, pueden también inhibir el incremento de
actividad (Moffet y Englesberg, 1986). El espectro de 1los
aminoacidos represivos ha sido determinado en células MDCX vy,
en general, la represiéon no se correlaciona con el transporte
{Boerner Yy Saier, 1985a). Estos resultados, de acuerdo c¢con
los de Moffet y Englesberg (1986), estan en desacuerdo con un
modelo de regulacidén gue implique 1la participacién directa
del propio transportador A. Por 1lo tanto, el modelo propuesto
por Gazzola y col. (1981), gque postulaba una unidén del
substrato al transportador del sistema A c¢omo seifal
represora, es probablemente incorrecto (Saier y col,, 1988).

Modelo de Xilberg

Un modelo para la regulacidén adaptativa del sistema A
se encuentra representado en la figura 1.1.6.2.2. a. En
ausencia de amlinoacidos extracelulares, las tasas de 1los
pPasos de sintesis Si y S2 se incrementan. Para este modelo,
los autores (Handlogten y Kilberg, 1984; Kilberg y <col.,
1986) asumieron que la tasa de inactivacion de la actividad
del sistema A es constante esté o no el aminoadacido substrato
en el medio. Por lo tanto, la estimulacidén de la actividad se
observa cuando la tasa de sintesis del paso S2 excede la de
la tasa de inactivacién. El papel de 1los aminocacidos
inhibidores es descender 1la tasa de sintesis por una
ralentizacidén de la transcripcidén del gen de la glicoproteina
asociada al sistema A. Debido a que el descenso en la
actividad del sistema A es prevenida por inhibidores de 1la
transcripcién y la traduccién, la funcidén de los aminoacidos
seria iniciar la sintesis de un ARNm poli(A) deficiente (paso
I1) que codificaria una proteina reguladora nuclear, que
seria la responsable de la supresidn de la transcripcidén del
gen del sistema A, Una vez la tasa de sintesis de 1la
glicoproteina asociada al Sistema A desciende, la
inactivacién del proceso resultaria en una caida de 1la
actividad del transporte estimulado. Aunque el esquema
dibujado por estos autores (Kilberg y col., 1986) sugiere una
accidn directa de las hormonas ¢ de una deficiencia de
Substratos sobre el gen del sistema A con respecto a la
induccidén de la actividad del transporte, la sintesis de ARHNm
Para la proteina nuclear reguladora puede ser una alternativa
pPara el control por hormonas o por reduccidn en los
substratos. Si alguna de estas condiciones provoca una
inhibicidn de 1la transcripcién de este ARNm, se produciria un
incremento en la expresidon del gen para el sistima A.
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Figura 1{.4.6.2.2.a. Modelo para 1la regulacidn adaptativa de
la actividad del sistema A en higado de rata (Xilberg y col,
1986),

Modelo de Englesberg

Alternativamente, Englesberg y Moffet (1986) sugirieron
un modelo para la regulacién adaptativa del sistema A,
basiandose en sus +trabajos en células CHO-X{ (Moffet vy
Englesberg, 1984).

La figura 1.1.6.2.2bp resume este modelo mas
comple jo. Este modelo sugiere que 1a expresidén del "aparato
genético del sistema A estia controlado, por al menos, dos
genes reguladores, Ri y R2. El gen Ri{ produce un apo-
represor-inactivador (apo-ri) que esti en equilibrio con un
represor-inactivador (rii). Apo-ri se convierte en rii cuando
un aminoacido represor se une a la 2zona activa de esta
pProteina, la cual puede indistintamente reprimir la expresién
del gen que codifica el sistema A o inactivar 1la propila
Proteina +transportadora,. El gen R2 produce un represor
constitutivo (ra). rée y rii, ambos inhiben 1la expresidén del
gen A, peroc aparentemente solo r2 esta implicado en 1la
estimulacién por 1insulina del transporte de amino&acidos. Se
Sugiere que por mecanismos todavia no esclarecidos esta
hormona neutraliza el producto del gen R2. En un estado
desreprimido, es decir, en condiciones de privacidn de
aminoicidos, el equilibrio entre apo-ri y riif se decanta
hacia apo-ri. La tasa de 1la sintesis del ARNm del gen A
incrementa y se producen nuevos transportadores del sistema
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A, La adicidn de aminoacidos decanta el equilidbrio hacia rit.
Muchos substratos del sistema A generalmente actuan como co-
represores y co-inactivadores (o co-~represor-inactivador; co-
ris) Yy desplazan el equlilibric hacia ri{ por una unidén a 1la
proteina reguladora, Los aminocacidos especificos también
determinan si la molécula alterada actua como represor (r) 1]
represor-inactivador (ri). El represor previene de
posteriores sintesis de ARNm de transportadores del sistema A
al reaccionar c¢on el area de control del gen A. Por otra
parte, cabe seidalar que existen pocas evidencias para que
una tdnica proteina actue como represor y como activador
{Saier y col., 1988).

También, el gen R! juega un prapel importante en 1la
regulacison de dos sistemas de transporte de aminocacidos
adicionales, ASC y P; este Gltimo, sistema descrito sédlo en
células CHO especifico para prolina.

A system Insulin
aming acids
,,L Insulin
1A AR EBAANE 1» receptor
. . w '\
l} \ * ;\XP'-P"Q
)
‘\
\ | ? / Activated
P : / protein
Regulatory  Regulatory kinase
1\ geneR:1 gene R2 /
A protein \  pemsem——
N T
N / .
\apo-ri r2 ————e= r2 (inactive)

co-ri’ ! |

mRNA | { l

s sy e '] l

I
A l l
genef 1 | [

—————— ]

Figura 1.1.6.2.2b., Modelo para la regulacidén del sistema A en
células CHO-K1{.
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i.1. 6. 3. Mecanismos de accidn hormonal

Los efectos hormonales sobre la cinética de captacidén
de aminoacidos se han estudiado en diversos tejidos y tipos
celulares. En general, los resultados muestran que 1las
hormonas alteran 1a Vmax de los sistemas de transporte, mis
que la Km (Shotwell Yy col., 1983}). Generalmente, se asume que
un incremento de Vmax de un sistema de transporte es el
resultado de un incremento en el nimero de transportadores
activos en la membrana.

En numerosas ocasiones, se ha descrito que el sistema A
parace ser el Gnico que responde a l1os estimulos hormonales.
Examinandce 1la tabla 4. 1.4, se pueden observar que mas de 20
hormonas diferentes y diversos factores de crecimiento
producen cambios en la captacion de aminoacidos. A
continuacidn, se discutiran dos posibles Areas de interés en
lo referente a mecanismos de accidén hormonal sobre el
transporte de aminodcidos.

1.1, 6. 3. 1. Mecanismos independientes de sintesis proteica

En muy pocas ocasiones, la estimulacidn del transporte
de aminoidcidos se ha descrito como independiente de un
proceso de sintesis de proteinas, demostrandose por una
insensibilidad a inhibidores o por una induccién tan rapida
que excluya 1la posibilidad de una sintesis de proteinas de
novo, Algunos ejemplos podrian ser los trabajos publicados
sobre los efectos de 1insulina sobre el tejido de 1la glandula
mamaria (Lobitz y Neville, {977), diafragma (Wool y c¢ol,,
1965; Kostyo, 1968) Yy en musculo esquelético de rana,
(Grinstein y Erlij, 1977);, o c¢on hormona de crecimiento en
diafragma (Xnobil, 1966).

Se han propuestos varios posibles mecanlismos para el
control hormonal de rutas independientes de sintesis de
proteinas. Una hipodétesis es la conversion del transportador
de un estado activo a inactivo. Una forma inactiva del
transportador podria ser sintetizada e insertada dentro de la
membrana plasmatica. Naturalmente el primer paso de este
proceso necesitaria de una sintesis de proteinas, pero no
seria detectable por un incremento en 1la actividad del
transporte (Christensen y XKilberg, 1987). La hormona podria
entonces estimular el transporte de nutrientes por un
incremento en la conversidén de formas inactivas en activas
por un mecanisno independiente de sintesis de proteinas

(Pariza y col., 1976b). Por otra parte, Dawson y CooK (1988)
stgieren que la respuesta primaria del sistema A a 1los
ésteres de forbol (a los 5-7 minutos), observada en células
de epitelio renal de rata, estid relacionada c¢on la

fosforilacién del transportador o de alguna proteina que
actie regulando la actividad de éste.
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Una posibilidad alternativa, por la que la célula puede
estimular el transporte independientemente de un mecanismo de
sintesis de proteinas, es a través de la movilizacion de
eventuales transportadores intracelulares, de forma similar
al mecanismo propuesto para los transportadores de glucosa
(Simpson y Cushman, 1985). Cuando la hormona se une a su
receptor, el "pool" de transportadores intracelulares seria
movilizado hacia la membrana plasmatica y de esta manera, por
un proceso independiente de sintesis de proteinas, se
originaria un incremento en 1la actividad transportadora.
Cuando desaparece la hormona del medio, 10s transportadores
son reciclados por un procesc 1inverso a la exocitosis.

Por otra parte, Edmonson y Lumeng (1980) observaron gque
en hepatocitos aislados, el glucagdn estimulaba el transporte
de alanina a c¢orto plazo, sugeriéndose que esta activacidén
seria debida a una hiperpolarizacién de la membrana celular
inducida por 1la hormona; este efecto se habia descrito
anteriormente en higado perfundido (Friedmann Yy Dambach,
1973). Asimismo, se ha descrito que el transporte de alanina
en hepatocitos aislados es estimulado por AMPc,
independientemente de una sintesis proteica (McGivan y col,
1981). De esta manera, en 1los +trabajos de McGivan y c¢ol.
(Moule y col,, 1987; McGivan y Moule, 1987; HMoule y McGivan,
1987) se ha observado dgque la activacion del sistema A por el
glucagdén se produce por un cambio en el potencial de membrana
debido a un mecanismo de hiperpolarizacidn., Se sugilere que
este efecto se produciria mediante un flujo electroneutro de
sodio, mediado por el antiporter Na*-HY, gue
pProvocaria una energetizaciéon de la bomba Na-K ATPasa con la
consiguiente hiperpolarizacidén de 1l2a membrana plasmatica
{(McGivan y Moule, 1987; Moule y c¢ol,, 1987). La observacién,
en fibroblastos de ratén por Schenerman y col. (Schenerman Yy
col,, 1988; Leister y c¢ol, 1988) de una elevada correlacion
entre el aumento de las actividades de la bomba Na-K ATPasa Yy
del sistema A, corroboran el ya comentado nexo funcional
entre ambas proteinas de membrana.

1.1.6.3.2. Mecanismos dependientes de sintesis proteica

Numerosas investigaciones sobre la estimulacién del
transporte de aminoacidos se han centrado en el concepto de
induccién dependiente de sintesis de proteinas de novo.
Asi, en hepatocitos en cultivo se observa que la insulina o
el glucagdén, durante la primera hora de tratamiento no
Producen un incremento en la captacién de AIB dependiente de
sodio, pero que durante una incubacidén prolongada (6 horas)
el glucagdn causa un continuo incremento en la actividad de
transporte ; esta respuesta es anulada en presencia de
¢icloheximida (Christensen y Kilberg, 1987} Yy, se obtienen
resultados similares c¢on inhibidores alternativos de 1la
sintesis proteica o para la bilosintesis de ARNm (Handlogten y
col,, 1986). El sistema A representa el 1Unico procesc hasta
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la fecha donde se ha podido demostrar que la insulina y el
glucagdn no producen efectos antagonicos (LeCam Yy Freychet,
1978a). '

Es posible que la sintesis de proteinas no genere un
incremento en la cantidad de un transportador especifico de
membrana, pero que pudiera alterar 10s niveles de una
proteina concreta que regula la actividad de transporte. En
células de embriones de pollo, Guidotti y col. (1978)
concluyeron dque la insulina no solo estimula la sintesis de
una proteina necesaria para el incremento de actividad del
sistema A, sino que también protegia de la degradacidén del
transportador. Gelenhrter (1979) propuso que la inhibicidn
producida por la dexametasona en el sistema A en células de
hepatoma HTC puede resultar del incremento de sintesis de una
proteina relacionada con la degradacion del sistema. De igual
manera, se ha propuesto que el glucagdn estimula el sistema A
hepatico por descenso de 1a tasa de recambio de un componente
necesarioc para su actividad de transporte (Pariza y <c¢ol.,
1976a, b).

En resumen, la regulacidén hormonal del transporte de
aminoacidos en la membrana plasmatica representa una
respuesta fundamental de la c¢é€lula a su entorno. Aunque este
proceso no esti conocido en profundidad a nivel molecular, se
ha acumulado ya mucha informacidén utilizando c¢omo modelo
cé€lulas intactas. Muchos de estos datos tratan del control
hormonal del transporte de aminoacidos describiendo cambios
en 1los parametros cinéticos, relacionando la unién de 1la
hormona a un incremento del transporte. El ntmerco y 1la
secuencia de 1los sucesos que ocurren entre la unidn hormona-~
receptor y la estimulacion observada en el transporte son, en
la mayor parte de ellos desconocidos. De hecho, la
localizacidn celular de 1la proteina responsable para 1la
estimulacién de la actividad del sistema de transporte ain no
estid determinada.

1.1.6.5, Identidad molecular del sistema A

En este punto vamos a tratar de las propiedades
moleculares de 1la proteina transportadora del sistema A.
Varios estudios han indicado que el transportador puede tener
un oligosacarido N vy grupos sulfidrilo 1libres, pero 1la
Proteina en si no ha sido todavia identificada. En un estudio
de Dudeck y col. {1987), se encontrd que existen diferencias
Inherentes entre los transportadores del sistema A que estan
Presentes tanto en c¢élulas normales como en células
transformadas de higado. Estos experimentos fueron realizados
con vesiculas de membrana plasmiatica 'y proteolisosomas

reconstituidos, para asegurarse de que las diferencias
Observadas no fueran debidas a diferencias en la estructura
celular, actividad metabdélica, o modificaciones

intracelulares de grupos sulfidrilos en ;os dos tipos
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celulares estudiados.

Se ha visto que reactivos modificadores de grupos
sulfhidrilo, N-etilmaleimida (NEM) y p-cloromercuribenceno
sulfonato ({PCMBS) entre otros, son capaces de inhidir el
transporte de AIB en hepatocitos de rata. El sistema A
también se ve 1l1nactivado empleando PCMBS en cultivos
celulares de hepatoma H4 de rata, pero resulta inalterado por
el +tratamiento c¢on NEM, Estos resultados sugieren gque la
proteina  responsable del transporte por el sistema A puede
tener estructuras diferentes dependiendo del tipo c¢elular
(Chiles y XKilberg, 1986; Dudeck y.col., 1987; Chiles y col.,
1988). Es de senalar que el MeAlB, pero no el AIB, es un
substrato especifico del sistema A en muchos tipos celulares
incluyendo el higado (Kilberg y Neuhaus, 1977; Boerner vy
Saier, 1982). Consecuentemente, aunque 1las c¢€lulas de
hepatoma parecen perder el sistema ASC, la interpretacidéon del
estudic de DudeckK y col. (1987}, que so0lo se basd en estudios
con AIB, puede considerarse como errsnea.

En un intento para purificar la proteina responsable
del +transporte del sistema A, Hayes y HMcGivan (1983)
realizaron estudios de proteccidén de los Sistemas
transportadores de alanina vy pudieron unir HNEM a la(s)
eventual (es) proteina(s) transportadoras, identificando
parcialmente una proteina de peso molecular alrededor de 20
Kd daltons. Reclientemente, se han realizado nuevos intentos
en el reconocimiento y purificacion de dicha proteina; asi,

McCormick y Johnstone (1988), utilizando métodos de
inmunoprecipitacidn sugieren que la proteina transportadora
seria mayor (120-4130 Kd4), argumentando que ésta debe ser la

responsable puesto que al realizar experiencias de captacion
de AIB por proteolisosomas reconstituidos, dicha fraccion
conserva una actividad transportadora idéntica a la de 1las
vesiculas de membrana iniciales. Otros intentos similares de
bPurificacion del sistema A se han llevado a cabo mediante su
reconstitucidn parcial en proteolisosomas enriquecidos en 1la
actividad del sistema A (Bracy y col., 1987; Quesada Yy
McGivan, 1988; NaKanishi y col., 1988).

Otro sistema en el 1intento de purificar 1la proteina
transportadora es el utilizado por Englesberg y col.,
disponiendo de mutantes con amplificacidn del gen A. Uno de
estos mutantes, Ala T4 cuando se compara con una cepa
similar, se observa gque muestra un incremento de dos veces el
nivel basal de Vmax del transporte de prolina sin gque se
altere 1la KXm; asimismo, las vesiculas de membrana de estas
¢eépas tenian incrementada la actividad de transporte respecto
a las de células normales en idénticas condiciones de ensayo
(Moffet y col.,, 1987). Posteriormente, AlaT4%4-3.9,  un
mutante derivado de Alar4, presentd una Vmax para la
Prolina seis veces superior que las células predecesoras. Un
analisis en SDS-PAGE de membranas del reticulo endoplasmiatico
Y de vesiculas de membrana plasmatica que poseian
incrementada dicha actividad del sistema A, mostrdé un
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incremento en la cantidad de proteinas en las bandas 62-66 y
29 Kilodalton. Por consiguiente, la mutacién AlaT4-3.9
y la subsiguiente amplificacidon del gen estructural del
transportador del sistema A parecen estar acompanadas de un
sensible enriquecimiento en ciertas proteinas susceptibles de
estar asociadas a la actividad A (Moffet vy c¢ol,, 1988).
Experimentos recientes de reconstitucién de estas Dbandas en
proteoliposomas parecen sugeririlo asi (Englesherg, 1989,
comunicacién personal).

Otras estrategias parecen albergar grandes
posibilidades de ¢é&éxito, Recientemente, se han realizado
pruebas mediante microinyeccidon de ARNm en oocitos de
Xenopus (Aoshima y col,, 1988). Estos autores inyectaron
ARNm de intestino delgado y rifindén obteniendo oocitos que
expresaban los sistemas de transporte. Estos sistemas tenian
unas caracteristicas idénticas a las descritas en los tejidos
de 1los animales superiores en cuanto a 1la dependencia de
sodio, de potencial de membrana Yy su reactividad con
moléculas modificadores de grupos sulfidrilos.

En cualquier caso, por el momento, la controversia
parece estar servida, puesto que las evidencias de las que se
dispone sobre la identidad molecular del sistema A son Dpocas
Y, como se ha detallado, no siempre coincidentes.
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1. 2. SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN CELULAS
PARENQUIMALES HEPATICAS

El higado es la zona de metabolismo nitrogenado mas
activo del organismo. Ademas, se sabe que la mayor parte del
metabolismo hepiatico de aminoacidos ocurre en 1os hepatocitos
mis que en las células no parenquimales. De hecho, la
significatividad de 1la fraccién celular no parenquimal
hepatica se ignora cuando se discute del metabolismo
nitrogenado hepatico. ILa captacidén de aminoacidos por el
higado se ha estudiado extensivamente y actualmente es mucha
la informacidén de 1la que se dispone sobre este punto en
concreto.

1. 2.4, SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS PRESENTES EN
HIGADO :

La caracterizacidén de 1os sistemas de transporte para
aminoacidos empezd con investigaciones en cé€lulas tumorales
de Ehrlich por Christensen y col. {1952). Los sistemas de
transporte para aminoacidos neutros (A, ASC y L) se
describieron en estas células (Christensen Yy c¢ol., 1965;
Christensen Yy col., 1967; Oxender y Christensen, 1663).
Posteriormente, se observé que estos sistemas presentaban las
mismas caracteristicas en hepatocitos {Kilberg y col., 1984,
McGivan y col., 1977). Sin embargo, las células de Ehrlich
pParecen no poseer la actividad de l¢os sistemas Gly y N. En la
tabla 1.2.1. se encuentran 1los principales sistemas de
transporte de aminodcidos descritos en hepatocitos de rata y
algunas de sus principales caracteristicas.

1.2.4. 1. Sistema y*

Los hepatocitos en cultivoe © en suspensiéon muestran
Poca actividad en el transporte de arginina o de su homélogo
homoarginina (wWhite y Christensen, 1982). Basindose en
andlisis cinéticos o de inhibiciones, se ha concluido que el
Sistema y* no se expresa a niveles apreciables en
hepatocitos de ratas control. Aungue el significado
metabédlico de la arginina puede conducir a pensar sobre la
importancia fisioldégica de esta deficiencia, puede ser gue 1la
falta de una ruta de salida (otra diferente de un componente
No saturable) ayude al hepatocito a mantener 1la homeostasis
con respecto al metabolismo nitrogenado del organismo en
géneral y al metadbolismo hepatico de la urea en particular
(Kilberg, 1982). En contraste con el hepatocito, diferentes
lineas celulares de hepatomas, presentan tasas apreciables de
¢captacidén de arginina por el sistema vyt {(White Yy
Christesen, 1982; Weissbach y col., 1982).De todas maneras se
desconoce si todas las lineas <c¢elulares de hepatomas
ctontienen actividad de este sistema.
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SISTERA ESPECIFICIDAD SELECTIVIDAD DEPEIDERCTA REGTLACTION CUEEATARIOS ADICIORALES
SUBSTRATO SUBSTRATO AL  S0DIO
A mayoria de los HeAIB Si Adaptativo a) sensible a pH ¢ 1.0
aminoacidos neutros Y control b) sujeto a trans-inhi-
con preferencia por bormonal cion
los que tienen una ¢) sujeto 2 inhibicion
cadena pequena sin no competitiva
ramificar
ASC Aminodcidos neutros L-cisteina Si Posible a) insensibilidad
con cadenas pequefas relativa a pH entre
especialmente. con 657170
grupos O o SH b} sujeto a trans-esti-
mlacién
ANIORICOS Aninoicidos dicar- ninguno Si Desconocida a) L-cisteato y L-cis-
{2 sistemas) Doxilicos, teniendo anmbos teina
-{ de carga neta b) los 2 sistemas pueden
separarse cinéticamente
oY Glicina, ninguno Si Desconocida a) La relacion de depen-
Sarcosina dencia es de Nalt
R Aninodcidos neutros ninguno No Posible a) escasamente detec-
con cadepa larga ramifi- table durante las prime-
cada o aromitica ras {2 h de cultivo,
b) predominante después de
12s 24 0 48 h de cultivo
¢} apropiada conc. substrato
norgalaente < 50 yH
2 Anincacidos neutros ninguno o o a) predominante en
con cadena larga ramifi- cultivos de menos de 24 h
cada o aromitica b} concentraciones de subs-
trato > 500 p¥
N Histidina, glutani- Histidina St Control a) sensible apH ¢ 1.0
na y asparagina Adaptative b} detectado solo en hepa-
tocitos de rata y célu-
las de hepatoma Hi-IIEC3
B palanina taurina Si Desconocida a) estimilado por C1°
- Taurina b} dependencia muitiple
hipotanrina al sodio

Tabla t.2.1.- Sistemas

hepatocitos

de

a7

transporte

de aminoicidos en



i.2.1.2. Sistemas anidénicos

Las caracteristicas generales de 1los sistemas de
transporte de aminoidcidos anidnicos en las c¢élulas hepiticas
han sido descritas en el apartado i1.1.3.1. De todas formas es
importante sefalar que Koch y col. (1980) describieron un
descenso en la captacidén de aspartato y glutamato en el
higado portador de hepatomas de rapido c¢recimiento, 7768,
5123C, 7288CTC y T777. Este descenso en la actividad de
transporte para aminoacidos anidnicos contrasta con el
incremento de actividad de los sistemas de transporte para
" aminocacidos neutros durante la transformacidén del tejido

hepatico (Baril y col., 1969; Kelley y col., 1978; Keller y
Poter 1979). En contraste a 1os hepatomas descritos
anteriormente, las c¢élulas HTC parecen tener una captacion
elevada de aminoidcidoes anidénicos (Lerner, 1987). Viendo las

diferencias exXistentes entre el higado normal y el tejido
transformado, puede interpretarse que la regulacidn de 1la
captacién de 1los aminoacidos anidonicos ain no ha sido
totalmente demostrada en hepatocitos aislados.

1.2.1,3, Sistema A

En general, el sistema hepatico A mantiene 1la mayoria
de caracteristicas del sistema hallado en células Ehrlich. Se
inhibe por ©pH inferior a 7.0 (LeCam y Freychet, 1977a;
Kilberg Y col., 1980), es ligeramente estereoespecifico
({Kilberg y col. 1980), y tiene 1la capacidad de admitir
aminoacidos derivados HN-monometilados (Kilberg y c¢ol.,, 1981).
Sin embargo, la dependencia de iones del sistema de
transporte presente en higado difiere de la presentada en las
células Ehrlich. Se ha descrito que el Li* no es aceptado
Por el sistema como sustituto del Nat en hepatocitos
aislados (Edmondson y c¢ol, 1979), mientras gque este 1dén si
€s aceptado por el transportador para su sustitucidén por
sodio en las <c¢élulas tumorales (Christensen y Handlogten,
1977). Por -otra ©parte, la capacidad del sistema A en
hepatocitos en c¢ultivo para aceptar Lit por HNa* es
mayor cuando el sistema incrementa en actividad, como es el
caso de un control adaptativo (Kilberg y c¢ol. 1981). La
regulacidén del sistema A hepiatico ha sido muy estudiada dado
el importante papel de sus substratos como precursores
gluconeogénicos y substratos ureogénicos.

1.2.1.4, Sistema Gly

El sistema Gly fue descrito en hepatocitos por
Christensen y Handlogten (1981), Y se encontrdé que mostraba
similares caracteristicas que el anteriormente descrito en
eritrocitos de paloma (Eavenson Yy Christensen, 1967)
reticulocitos de conejo (Winter vy Cnristensen, {965; Imler y

28



vidaver, 1972) y de rata (Viidas , 1986). El sistema Gly
hepitico es dependiente de sodio y presenta un estequiometria
de dos 1lones de sodlio por molécula de Gly. La captacidén de
Glycina por hepatocitos no estia restringida al sistema Gly,
se ha demostrado que parte de este transporte es inhibido por
HeAlIB, substrato especifico del sistema A (Christensen Yy
Handlogten, 1981). Una deébil estimulacidon del sistema Gly se
ha observado en hepatocitos después de un tratamiento con
insulina Yy glucagdn o© después de una restriccidn de

aminoiacidos en un cultivo <celular de 24 horas; estos
resultados ayudan a distinguir el sistema Gly del sistema A.
En células de hepatoma, el +transporte de glicina es

facilitado por dos sistemas distintos, ambos inhibibles por
un tratamiento con glucocorticoides (Reichberg y Gelehrter,
1980). '

1.2.1.5, Sistema ASC

LeCam y Freychet (1976; 197T7a) observaron d9que en
contraste con 1lo descrito en el sistema A en cé&lulas de
Ehrlich, la captacién sodio dependiente de AIB en hepatocitos
se realizaba entre 1los sistemas A Yy ASC. Posteriormente
Edmonson y col, (1979) describieron 1la captacidon de alanina
Por el sistema ASC en hepatocitos en suspensién por medio de
la inhicidn por MeAlB. Xilberg y c¢ol, (1979) sugirieron gque
en hepatocitos la totalidad del +transporte de c¢isteina,
- dependiente de sodio estaba mediada por el sistema ASC.
Posteriores trabajos apoyaron esta hipdtesis y demostraron la
utilidad del uso de cisteina c¢como substrato especifico del
Sistema ASC en hepatocitos (Xilberg y c¢ol, 1981), Aungue el
transporte dependiente de Nat de cisteina se realiza
enteramente por el sistema ASC, este aminoacido puede actuar
como inhibidor no competitivo del sistema A (Xilberg y col,
1981). Sin embargo, en c¢élulas HTC 1la treonina parece ser
mas efectiva (Handlogten y col.,, 1981).

Como se describidé originalmente en c¢élulas de Ehlrich,
el sistema ASC estida considerado como un sistema de relativa
reducida especificidad y quizas de menos importancia
fisioldgica que los sistemas A y L. Esta idea y la dificultad
de encontrar un substrato especifico c¢cncreto, condujo
durante un intérvalo de tiempo a una falta de interés por
eéste sistema. Sin embargo, en hepatocitos aislados y en
muchas otras células, el sistema ASC +tiene una amplia
eéspecificidad de substratos y estos son transportados a mayor
velocidad que por el sistema A, Estos hallazgos han provocado
que se renueve el interés por este sistema debido a su
importancia fisiolégica en el metabolismo hepatico.
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1.2.1.6. Sistema N

Kilberg y col. (1980), a partir de los datos de "la
falta de inhibicidn competitiva del transporte de glutamina
por cisteina, sugirieron que los hepatocitos presentaban un
sistema de transporte dependiente de sodio distinto de A ¥y
ASC, que era el responsable de l1a captacion de glutamina,
histidina y asparagina. Anteriormente, ya se habia descrito
que el +transporte de glutamina no se producia por el mismo
sistema que el de alanina y serina (Joseph y c¢ol., 1978).
Contrariamente a la observacidén original (Kilberg y col.,
1980), la captacidon de glutamina también muestra una
componente del sistema A en hepatocitos en estado de
represién (Handlogten y <col., i982a). Sin embargo, la
glutamina retiene totalmente la especificidad por el sistema
N en células de hepatoma H-4-II-EC3 asi como en hepatocitos
aislados de fetos de rata (Kilberg, 1982).

Se ha observado aque en hepatocitos en cultivo el
sistema N presenta regulacidén adaptativa (Kilberg y col.,
1980; Handlogten y c¢ol., 1982a). Esta capacidad del sistema N
también se ha encontrado en células H4-II-EC3 y en células
fetales (Xilberg, i982).

Recientemente se ha estudiado la captacion de gliutamina
en respuesta a la asequidbilidad de substratos por el higado
(Casado vy col., 1988). Pero, de todas formas, la importancia
del sistema en relacidén al metabolismo hepiatico de 1la
glutamina, no esti todavia bien determinada.

1.2.4 .7. Sistemas L1 y L2

El sistema L fue descrito por McGivan y c¢ol. (1977) en
hepatocitos aislados. Los estudios realizados en -estas
células demuestran gque este sistema no presenta control
adaptativo (Keller y Potter, 1978) ni regulacidén hormonal
({Harrison y Christensen, 1971; LeCam y Freychet, 1976;
Kilberg y Neuhaus, 1977). Esta actividad de transporte, sin
eémbargo, mostrdé trans-estimulacidén (LeCam y Freychet, 1977a).

Handlogten y col. (1982b) describieron la existencia de
Otro sistema independiente de sodio para aminocicidos neutros

€n hepatocitos. En trabajos posteriores (Weissbach y col.,
1982) obtuvieron nueva informacidén sobre estos sistemas vy
Propusieron 1la nomenclatura existente, de Li para el

Primer componente y L2 para el segundo. En el apartado
1.1.3.2.2. se definen con mias detalle estos dos sistemas.
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1.2.2. REGULACION HORMONAL DEL TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN
EL HIGADO

Se ha reconocido ampliamente gque el +ransporte de
aminoicidos neutros por el higado puede responder a una
considerable variedad de hormonas (Noall y <c¢ol.,, 1957;
Chambers Yy c¢ol, 1965, 1968). El estudio de 1los efectos
hormonales sobre el transporte de aminoacidos se ha realizado
en d4diversos modelos: in vive, organo perfundido, +trozos
de tejido y hepatocitos en suspensién o cultivo. Aunque, en
algunas o¢ocasiones se han descrito controversias en 1los
resultados, estas parecen ser debidas, en parte, a 1la
utilizacion de modelos experimentales distintos (Gurr vy
Potter, 1980; Xilberg y col,, 1981)., La tabla 1i.2.2. es 1una
lista representativa de varias hormonas, factores de
crecimiento, y segundos mensajeros gque se sabe que estimulan
el transporte por el sistema A en higado de rata.

i.2.2.1. Insulina

La insulina es una hormona anabdélica que modifica
sucesos celulares especificos y que generalmente incrementa
la sintesis de proteinas. Considerando esto Gltimo, es loégico
encontrar que esta hormona estimula el transporte de
aminoacidos neutros en hepatocitos aislados (Edmondson Y
col. , 1978; LLeCam y Freychet, 1978a; Kilberg y col., 1980).
El efecto de la insulina sobre el sistema A se ha visto a
niveles fisioldégicos de la hormona, sus efectos empiezan
a una concentracidén de 10 pM y alcanza el maximo efecto a
100 nM (Kletzien y col., 1876; l.eCam y Freychet, 1978a). El
tiempo requerido para observar la estimulacién del transporte
Por insulina varia entre unos autores y otros, pero siempre
son espacios de tiempo largos, entre 30 ¥y 120 min., antes de
detectar el incremento en la actividad (Kletzien y col.,
1976; LeCam y Freychet, 1978a). Fehlmann y c¢ol. (1981)
describieron la existencia de una relacién paralela entre 1la
unién insulina-receptor y la estimulacidén del transporte de
AIB en hepatocitos en cultivo,

Barber vy col. (1982) encontraron que si trataban con
insulina hepatocitos aislados en cultivo procedentes de ratas
diabéticas, se podia revertir parcialmente la induccidén del

Sistema A, indicando que dicha inducc¢cidon podria ser el
resultado de una hiperglucagonemia asociada a la enfermedad.
Experiencias realizadas en vesiculas de membrana plasmitica
obtenidas a partir de ratas diabéticas demostraron gque
€xXistia un incremento en la Vmax del transporte de alanina en
l1a membrana hepatica, esta adaptacidn no cra provocada por
una alteracidén del gradiente de sodio y no producia un cambio
en la especificidad del substrato (Rosenthal y col., 1985).
Ademss, estos mismos autores encontraron que no se producia
ninguna modificacidén en el transporte de glutamina
dependiente de sodio.
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Tabla 1. 2. 2.

Efector

Estimulacidn del

transporte
neutros en higado de rata por hormonas,

aminoacidos
factores

de

de crecimiento o segundos mensajeros.

metodologia

referencia
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animal intacto
trozos tejido
hepatocitos aislados
(suspensiodn)
hepatocitos aislados
(cultivo)

Fuller y BaKer (1975)
Tews y col. (1970)
LeCam y Freychet (1976)
McGivan y col., (1981)
Pariza y col. (1976a)

Catecolaminas

animal intacto
higado perfundido
trozos tejido
hepatocitos aislados
{suspensiodn)
hepatocitos aislados
{(cultivo)

Sanders y Riggs (1967)
Chambers y col., (1968)
Tews y col. (1970)
LeCam y Freychet (1978b)

Pariza y col. (1977)

Glucagén

animal intacto
trozos tejido
higado perfundido
hepatocitos aislados
{suspensidn)
hepatocitos aislados
(cultivo)

Fuller y BaKer (1975)
Tews y col. (1975)
Mallette y col. (1977)
LeCam y Freychet (1976)

Pariza y col. (1976Db)
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Glucocorti-
colides

animal intacto
higado perfundido
hepatocitos aislados
(suspension)
hepatocitos aislados
(cultivo)

(1957)
(1965)
(1977b)

Noall y col.
Chambers y col
LeCam y Freychet

Kilberg (1982)

hormona de
crecimiento

animal intacto
higado perfundido

(1957)
(19785)

Noall y col.
Jefferson y col.

higado perfundido
hepatocitos alislados
(suspensisdsn)
hepatocitos aislados
(cultivo)

Chambers y col. (1965)
LeCam y Freychet (1978a

Kletzien y col. (1976)

hormonas
tiroideas

hepatocitos aislados
(suspensidn)

- .
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Los aspectos mecanisticos de 1a accién de la
insulina sobre el transporte de aminodcidos son conflictivos.
Se ha descrito que la estimulacidén del sistema A por 1la
insulina esta suprimida por una ruptura en los microtdbulos
de 10s hepatocitos (PrentKi y col., 1981). Ademis, existen
evidencias de que la internalizacién de la insulina por 1los
hepatocitos alslados no es un requisito necesario para 1la
estimulacison del +transporte de aminoidcidos (LeCam y c¢ol.,

1979).

1.2.2. 2. Glucocorticoides

La relacién entre glucocorticoides y transporte de
aminoidcidos no estia del todo clara en la bibliografia. Uno de
los tradbajos mas antiguos, usando higado aislado y perfundido
de rata, mostrd que la hidrocortisona estimulaba la captacidn
de AIB y gque los efectos de la hidrocortisona y la insulina
eran aditivos (Chambers Y col., 1965). En cultivo de
hepatocitos, se ha descrito que 1la dexametasona per se
no modifica el transporte de AIB; ahora bien, los
glucocorticoides pueden Jugar un papel importante en la
estimulacidén del transporte por otras hormonas, tales como el
glucagdn o epinefrina (Pariza y c¢ol, 1976b; Kletzien vy c¢ol,,
1976; Xelley y col.,, 1980). Sin embargo, Bonney y Maley
{1975), utilizando también cultivos de hepatocitos,
describieron un descenso en la captaciéon de AIB en celulas
tratadas c¢on dexametasona. Contrariamente, Freychet y sus
colaboradores describen una estimulacion por dexametasona del
transporte de AIB en hepatocitos aislados (LeCam y Freychet,
1979; Canivet Y col., 1980). Asimismo, la dexametasona
tenia una accién aditiva a la insulina, ¢glucagdén vy
catecolaminas en hepatocltos aislados (LeCam Yy Freychet,
1977Db).

Por otra parte se ha observado que el cortisol tiene
efectos estimuladores mientras que la deoxicorticosterona, un
mineralocorticoide que no posee actividad glucocorticoide, no
es efectivo (Canivet y col., 1980). La estimulacidén inducida
hormonalmente en 1la c¢aptacién de AIB es debida a un
incremento del sistema A y es inhibida por la presencia de
Cicloheximida ¢ actinomicina D (LeCam y Freychet, 1977b).

El ayuno es acompanado por un incremento en 1los niveles
circulantes de glucagén y glucocorticoides (Exton, 1972), Los
resultados encontrados en vesiculas de membrana plasmatica de
higado por Quinlan y col. (1982) mostraban que la
adrenolectomia suprimia el incremento en la actividad de
transporte que se observaba en vesiculas de ratas ayunadas,
en las que no se habia practicado la operacioén, mientras que
una administracién de glucocorticoldes reestablecia este
incremento. De esta manera estos autores concluian que 1los
g€lucocorticoides adrenales Jjuegan un papel vital en . la
regulacidén hepiatica del transporte de aminodcidos.
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Dependiendo de 1la linea celular utilizada, el
transporte de AIB por células de hepatoma es estimulado o
inhibido por el tratamiento con dexametasona (Kelley y col.,
1978). Tanto el sistema A como el Gly parecen responder
similarmente a la hormona (Reichberg y Gelehrter, 1980).

i.2.2.3. Glucagdn

El efecto del glucagdn sobre el transporte de
aminoacidos se ha estudiado extensivamente. Mediante el uso
de MeAIB c¢omo inhibidor (LeCam y Freychet, 1976) y como
substrato (XKilberg y Neuhaus, 1977; Kilberg y col., 1980) se
ha podido demostrar que el sistema A responde a la accién del
glucagdén incrementando la tasa de transporte,. Cinéticamente
el efecto del glucagdn provoca un incremento en la Vmax
(Ayala y Canonico, 1975; Fehlmann y col., 1979a; Kelley vy
col., 1978), aunque una alteracidén en la Km puede ser posible
bajo ciertas condiciones (Xletzien y col., 1976). El tiempo
requerido para la observacidén del efecto de la hormona puede
depender del procedimiento experimental. Pariza y c¢col.
(1976Db) encontraron gque se efectuaba un incremento en 1la
captacidén de AIB solo después de 1 & 2 horas en un cultiveo de
hepatocitos. Otros autores han encontrado tiempos inferiores
en c¢é€lulas aisladas en suspension (Freychet y LeCam, 1978;
Edmondson y Lumeng, 1980). No esta claro hoy en dia si estas
diferencias fueron debidas al cultivo; sin embargo, también
se han encontrado rapidos efectos del glucagdén en trozos de
tejido hepatico (Tews y col., 1975) v en higado perfundido
{Chambers y col., 1968; XKilberg y Neuhaus, 1977).

La estimulacidén del transporte por glucagon en
hepatocitos aislados en suspensidn es independiente de una
Sintesis de proteinas de novo en los primeros ' 15-30
minutos, mientras que después de 30 minutos la c¢icloheximida
lo anula completamente, y previene de un posterior aumento de
la actividad debida a la hormona (Edmondson y Lumeng, 1980)
El mecanismo por el cual el glucagdén incrementa el transporte
de aminoicidos previamente a una sintesis de proteinas no
estai muy claro (ver apartado 1.1.6.3.1.). Se ha sugerido
(Edmondson y Lumeng, 1980) que puede ser el resultado de 1la
hiperpolarizacién de la membrana plasmitica, gque es una
conocida respuesta al tratamiento con glucagén (Friedmann Yy
Dambach, 1980; McGivan y Moule, 1987; Moule y col.,, 1987).
Esta hiperpolarizacién podria aumentar la captacién debida a
Sistemas dependientes de sodio dedbido a su naturaleza
electrogénica; pero de todas formas esto solo explicaria la
especificidad del glucagdn por el sistema A y no por los
demias sistemas dependientes de sodio ASC, N y Gly gque no
responden a esta hormona de la misma manera (Kilberg y c¢ol,
1980; cChristensen y Handlogten, 1981).

Se sabe que las células no tienen que ser incubadas
durante mucho tiempo con glucagén para obtener una respuesta.
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Aunque menos efectivo ,que incubar las células en presencia
de la hormona durante un experimento entero, el efecto
estimulador del transporte por el glucagdn se mantiene por
varias horas después de una incubacidon de tan so0lo 15 minutos
(Pariza y col., 1976a; Fehlmann y c¢ol., 1979a). Este resultado
indicaria dgque c¢omo la insulina, el glucagdn incia una serie
de sucesos dgque una vez comenzados, no necesitan de 1la
presencia de la hormona en el medio para que se produzcan. En
este contexto, se ha descrito que no existe una relaciodén
paralela entre el grado del receptor ocupado b4 la
estimulacidén por el glucagon del +transporte hepatico de
aminocacidoes {Fenlmann vy col., 1981). De esta manera, el
efecto miaximo del glucagon sobre la captacidon de AIB se
realiza con aproximadamente el 20/ de receptores ocupados, Un
resultado similar se ha descrito para la acumulacidn de AMPc¢
estimulada por el glucagén en hepatocitos aislados (Sonne vy
col., 1978).

En un 1dnico estudio se ha descrito que el sistema N
podria estar estimulado por el glucagdon (Schenermann Yy
Kilberg, 1986).

i.2.2.4, Catecolaminas

Las c¢atecolaminas estimulan 1la captacién de AIB en
hepatocitos aislados y en cultivo. La estimulacidén del
transporte por epinefrina se realiza predominantemente
mediante una via de receptores alfa-adrenérgicos. Este efecto
requiere sintesis de novo de proteinas Yy sé manifiesta
solo después de un periodo de {1 a 2 horas y se ha sugerido
que la accién de esta hormona seria mediada por un mecanismo
independiente de AMPc (Pariza y c¢ol., {97T7; LeCam y Freychet,
1978Db). Por otra parte, se han descrito efectos
contradictorios del isoproterenol, Pariza y col. (1977) no
observan un incremento de la captacion de AIB en hepatocitos
en cultivo; mientras que, LeCam Yy Freychet (1978b) describen
una estimulacidn en hepatocitos aislados.

1.2.2.5. Interacciones Hormonales

Algunos autores han descrito que existe una importante
interaccidén entre el glucagdén y los glucocorticoides con
respecto al transporte hepitico de aminoacidos. Este efecto
de 1los glucocorticoides se ha descrito en diversos - procesos
afectados por el glucagdédn (Gebhardt y MecKe, 1979; Stumpo y

Kietzien, 1981). En base a estos resultados, sSe propuso un
modelo para explicar estos datos (Pariza y col., 1976b). Los
Puntos claves de la propuesta fueron: (1) los
€lucocorticoides causan 1la sintesis de un transportador
lnactivo o de un precursor; (i1) el glucagdén por un

desconocido mecanismo convierte la forma 1inactiva en un
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sistema de transporte activoe; (1ii) el glucagdn por si mismo
inhibe la caida de la actividad estimulada.

También se ha descrito una relacidn entre insulina vy
glucagdén con respecto al transporte hepatico de aminoicidos.
Kilberg y Neuhaus (i1977), usando una preparacidn de higado
perfundido de rata, describieron que 1la adicidn de insulina -
Iin vitro podia revertir la estimulacidn del +transporte
del sistema A que era aumentado Iin vivo por una
administracién exégena de glucagén o por la induccién de
diabetes experimental. Este estudio describid gue una
concentracidén excesiva de insulina afadida a 1la solucidén de
perfusién, en lugar de una inhibicidén, se obtenia una
estimulacidén aditiva de la que se causabda por la
administracidon In vivo del glucagén. En contraste a estos
resultados, cuando 1la insulina y el glucagdn se afnaden
conjuntamente a hepatocitos aislados se observa una
estimulacion aditiva del sistema A (LeCam y Freychet, 1978a;
Fehlmann Yy c¢ol.,, 1979). Los hepatocitos en cultivo también
muestran una respuesta similar a estas hormonas cuando se
anaden Jjuntas (Kelley y col.,, 1980). Son necesarios mas
estudios para determinar si.la accidén de 1la insulina sobre
los hepatocitos expuestos al glucagdon in vitro es la
misma que los efectos sobre los hepatocitos aislados de ratas
diabéticas obtenidas por estreptozotocina.

Se han descrito también interacciones entre.
glucocorticoides y catecolaminas. En hepatocitos aislados se
ha descrito que 1la dexametasona per se estimula 1la
captacién de AIB (LeCam y Freychet, 1977b; Canivet y col,,
1980) ¥y gque cuando se arfade en combinacidn con epinefrina 1los
efectos son aditivos (LeCam Yy Freychet, 1977h). Por otra
parte, en cultivos de hepatocitos de rata (Pariza y col.
(1977) describen que cuando células tratadas c¢con dexametasona
son incubadas en presencia de catecolaminas se potencia la
estimulacidén, incluso apareciendo el efecto de los
glucocorticoides.

1.2.3. FISIOLOGIA DEL TRANSPORTE HEPATICO DE AMINOACIDOS

En el estudio del transporte de aminoicidos se han
realizado algunos trabajos sobre las variaciones en las
caracteristicas cinéticas y estructurales, que se pueden
Presentar cuando el animal no se encuentra en un estado
fisiolégico ‘"normal". El término "normal" podria matizarse
debido a 1la existencia de estados c¢como 1la gestacidn, la
lactancia e incluso los ritmos circadianos, que si bién son
fases que nu comportan una situacidén estable, son inherentes
a la fisiologia del organismo, sin variaciones debidas a
agentes exdgenos como, por ejemplo, el ayuno, los efectos de
dietas hiperproteicas o situaciones fisiopatolédégicas.
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{.2.3.1. Situaciones fisioldgicas

Una situacidn muy interesante, desde ei punto de vista
de la asequibilidad hepatica de nutrientes, es la debida al
contexto nutricional. Se han realizado algunos trabajos en
este campo, perc los mias antiguos se remontan a 1979, cuando
Fehlmann ¥y c¢ol. (1979Db) realizaron un estudio <c¢inético
completo del +transporte hepitico por el sistema A en
hepatocitos aislados de ratas ayunadas durante 48 h.. Estos
autores describieron 1la sintesis de un componente de alta
afinidad para el transporte de AIB por este sistema. La nueva
componente tendria, segin 1o0s autores, una Km {00 veces
inferior a la de los animales control. Igualmente, Fafournoux
Yy col. (1983) estudiando efectos de diferentes dietas,
obtuvieron un resultado similar en su grupo de animales
ayunados. Este mismo tipo de estudio se ha realizado en
trabajos posteriores utilizando distintos substratos. Asi,
Hayes y McGivan (1982) describen que la captacidén de alanina
por hepatocitos de rata ayunada no incrementa como se habia
descrito para AIB con anterioridad (Felhmann y c¢ol., 1978b) y
que no existia 1la sintesis de una componente de alta
afinidad. Posteriormente, Christensen Y col. (1983)
utilizando como substrato también alanina describen que en la
misma situacidn fisioldégica (ayuno de 48 h.) se produce un

aumento de Vmax mientras que la afinidad del sistema
pPermanecidé inalterada. Con estos tres ejemplos extraidos de
la bibliografia, puede verse la diversidad en los
resultados, que . guizds sea parcialmente dedbida a los

diferentes substratos utilizados.

Exton (1972) describid que el ayuno estaba relacionado
con un aumento en 10s niveles circulantes de glucagdn. En
vesiculas de membrana plasmatica aisladas de células
Parenquimales de higado de animales ayunados 24 horas, se
encontrd que exXistia un incremento en el transporte de
L-alanina de unas 3 a 4 veces mas sobre el que presentaban
las wvesiculas de las ratas control alimentadas {Quinlan vy
col,, 1982). Este resultado se relacioné con un estado de
estimulacién de la via gluconeogenética., Similares resultados
se han obtenido utilizando en este modelo hepatocitos en
cultivo (Kelley y Potter, 1978; Kilberg y col., 1980),
cCélulas de hepatoma (Heaton y Gelehrter, 1977) y hepatocitos
aislados (Kristensen y c¢ol., 1983). :

En estudios realizados en vesiculas de membrana
Plasmitica de higados de rata que se habian sacrificado
durante diferentes fases del ciclo diario, se observé que la
captacién de prolina variaba hasta un 50/, Sugiriendo que
eéstas variaciones eran debidas a la sensibilidad de 1los
Sistemas de transporte al estado hormonal y la estimulacioun
Nutricional (Bourdel y Forestier, 1982). Debido a que 1la
insulinemia portal presenta un incremento puntual durante el
¢iclo nocturno, estos autores comentan que el glucagdén o  la
concentracién portal de aminodcidos podrian tener una papel
Predominante en este efecto. Bourdel y Forestier (1982)
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proponen el uso de dietas  de distinta composicién para el
estudio de 1la captacién hepatica de aminoacidos. Por otra
parte, entre 1las principales hormonas que pueden Jjugar un
papel importante en la activacidéon del transporte, el glucagéon
no presenta variaciones importantes en ratas alimentadas con
una dieta baja en proteinas y rica en carbohidratos (Jarousse
y c¢ol.,, 1980)., . Precisamente, Fafournoux y c¢ol. (1982, 1983)
estudiaron este problema utilizando dietas hiperproteicas vy
‘substratos diferentes (alanina b4 AIB). Estos autores
encuentran gque 1la administracién de una dieta rica en
proteinas (907 rica en caseina) produce una estimulacién del
transporte de AIB por hepatocitos. El analisis cinético de
estos resultados demostré gque en la administracién de una
dieta hipoproteica (137 de caseina) el transporte se efectud
pPor uno o varios sistemas de afinidad parecida, sin embargo,
en la dieta hiperproteica se realizadba por diversos sistemas
de afinidad diferente. En 1los hepatocitos de las ratas
tratadas con la dieta hiperproteica se observd la sintesis de
un nuevo componente de alta afinidad para alanina (Fafournoux
Y col,, 1982). Estudios realizados sobre el +transporte de
glutamina por vesiculas de membrana plasmiatica de higado de
ratas tratadas con dietas hiperproteicas describen un efecto
similar a 1los anteriores (Rémésy Yy col, 1988).

De todos los resultados anteriores se argumenta gque la
adaptacidén metabdlica a una dieta hiperproteica provoca gque
el higado se convierta en el drgano principal del metabolismo
de los aminoiacidos, causando adaptaciones en el transporte de
membrana, metabolismo celular y sobre la respuesta tisular a
las hormonas (Rémésy b4 col., 1i988). En todas estas
situaciones existe un determinante comtdn, l1la existencia de
altos niveles circulantes de glucagén o AMPc (Didier y col,,
1985; Demigné y col.,, 1985).

Otras situaciones fisioldégicas interesantes son 1las
relacionadas con el ciclo reproductivo. EXiste un gran vacio
€n la bibliografia y se han realizado pocos trabajos sobre .
éste tipo de estudios. Los primeros trabajos realizados sobre
la importancia de la captacidn hepatica de aminoacidos como
Paso limitante en el metabolismo de estos compuestos se
llevaron a cabo en 1963, Christensen y Clifford (1963)
observaron en cobayo un incremento en la captacién hepéatica
de AIB durante las 24 h. posteriores al parto. Durante el
Mmismo interwvalo, la concentracion hepatica de glicina
incrementd de 5 a 20 veces respecto a los niveles
Plasmiaticos. Estos c¢ambios se han interpretado como un
aumento en la contribucidén del sistema A (Christensen, 1973).

En recientes estudios en crias de rata de {5 dias, se
Observsd que la captacidén de glutamina por vesiculas de
Mmembrana plasmiatica de higado fue menor que la encontrada en
Animales adultos. Sin embargo, en estos animales los niveles
bPortales, asi como los arteriales, para este aminoicido se
Vieron incrementados, existiendo una elevada captacién
hepatica in vivo (Casado y c¢ol,, 1988). Para 1los sistemas
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A vy H, el factor represivo parece ser el incremento de
ciertos aminoacidos libres, que se encuentran mas
conncentrados durante la vida fetal. En el momento del parto
existe una bajada en 1los niveles de aminoiacidos, la cual se
ha sugerido gue podria actuar como efecto inductor de 1la
actividad del sistema A (Christensen y Kilberg, 1987). Por
otra parte, en trabajos realizados en cultivos de
hepatocitos, se descridbid gque el transporte de AIB era
inversamente proporcional a la edad del animal (Bellemann,
1981). La aparente contradiccién entre este resultado y el
obtenido por Casado y col. (1988) podria ser debida a 1la
diferencia en el modelo utilizado, puesto gue en vesiculas de
membrana se estudian tunicamente los cambios estables libres
del metabolismo celular.

Tan s0l10 se ha realizado un trabajo en el que estudian
los cambios <c¢inéticos del transporte hepitico de alanina
durante 1la gestacidn (Pastor-Anglada y col., 1987). Estos
autores describen que existe un incremento de Vmax en las
vesiculas de membrana plasmitica de rata gestante de 9 y 12
dias. Se ha sugerido que el incremento en la c¢apacidad del
sistema, que ©precede a la estimulacidédn de 1la captacidén de
alanina (Casado y col., 1987a; Pastor-Anglada y col., 1987),
no constituye un proceso adaptativo y que quizas gcea el
resultado de una modulacidén hormonal (Pastor-Anglada y c¢ol.,
1987).

1.2.3. 2. Situaciones fisiopatolégicas

Se han realizado estudios sobre el transporte de
aminoicidos en diversas situaciones fisiopatolégicas, tales
como, diabetes, etanol y cancer.

La diabetes inducida experimentalmente es un modelo
utilizado comunmente para estudios de 1la accién de la
insulina sobre la captacidn de aminoicidos por el higado. Los
éstudios realizados en hepatocitos (Samson y «c¢ol.,, 1980,
1982; Barber y col., 1982) Yy en vesiculas de membrana
Plasmatica (Rosenthal y col, 1985) describen que existe un
incremento en la actividad de los sitemas de transporte de
aminoicidos neutros , principalmente del A (Samson Yy c¢ol,,
1980; Barber y col., 1982). La hiperglucagonemia es una de
las mayores caracteristicas del estado diabstico (Unger,
1974, Unger, 19786). Dado gue el glucagdon estimula el
transporte por el sistema A, es razonable que si el higado
responde a 1los altos niveles plasmiticos de hormona
€ncontrados en animales diabéticos, la captacisén de
aminoicidos por el sistema A se vea incrementada en los
higados de estos animales. Esta respuesta se observdé Iin
Vive y en higado de rata perfundido (Kilberg <y Nehaus,
1977). Estos resultados fueron confirmados por Samson y col,
(1980) en hepatocitos aislados. Estos autores sugirieron gque
la estimulacisén del transporte inducida ©por 1la diabetes
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experimental podria ser cineticamente distinta de 1la inducida
por el +tratamiento por ¢glucagdén in vitro. La estimulacion
en la actividad transporiadora, se traduce en un incremento
de la capacidad del sistema A (Vmax) sin cambios en la
afinidad (Km) (Samson Yy c¢ol,, 1980; Rosenthal y col,, 1985).
Existen divergencias a la hora de interpretar los resultados
descritos para otros sistemas, como por ejemplo el N.
Mientras 9gque en hepatocitos de ratas diabéticas parece
aumentar su actividad (Barber y c¢ol.,, 1982) en vesiculas de
membrana, permanece 1inalterado (Rosenthal y c¢ol.,, 1985).
Parece ser que el efecto que ejerce 1la diabetes sobre el
transporte de aminoacidos neutros es dependiente de sintesis
proteica (Barber y col.,, 1982).

Otra situacidn ampliamente estudiada ha sido el efecto
del etanol sobre el transporte de aminoiacidos. En trabajos
realizados por .Heitman y col. (1987) se describe gque una
exposicidén a corto plazo de hepatocitos fetales al etanol
estimula 1la captacidon independiente de sodio de AIB y MeAlIB,
asi como, un aumento de la actividad del sistema L. Por el
contrario, Dorio y col. (1984) utilizando hepatocitos adultos
en cultivo describieron que el etanol inhibia la captacién de
MeAIB dependiente de sodio pero no alteraba la independiente
ni la actividad del sistema L. Estas divergencias pueden ser
debidas a propiedades en el transporte de 1los diferentes
modelos utilizados o bien a la expresidn de los resultados
(Mitchell y Mezey, 1987). Por otra parte, estudios realizados
en higado perfundido {Piccirillo y Chambers, 1976),
hepatocitos aislados (Rosa y Rubin, 1980) e intestino (Mezey,
1985; Beesley, 1986) describen una inhibicién del transporte
de aminodcidos por exposicidén aguda al etanol y por una

€Xposicién croénica en placenta (Henderson y col., 1982). Sin
embargo, se ha encontrado gque el etanol incrementa 1la
Captacioéon de leucina en intestino (Hajjar y col., 1981) y de

Prolina en hepatocitos de ratén (Mendenhall y col., 1984),

Es interesante sefalar que la caracterizacién de 1los
Sistemas de transporte para aminoacidos empezd con
investigaciones en células tumorales de Ehrlich (Christensen
Y col,, 1952). Con pocas excepciones, la mayoria de sistemas
de transporte para aminoicidos v, particularmente 1o0s de
aminoacidos neutros, se describieron en estas células
(Oxender y Christensen, 1963a,b; Christensen y col,., 1965,
1967). ILa identificacién de los sistemas de transporte en
C&lulas hepaticas (McGivan y col., 1977; Kilberg y col.,
1981) establecid diferencias entre estos dos tipos celulares.
Las diferencias en el transporte de aminozcidos entre las
?elulas de Ehrlich y las hepaticas sirve para demostrar 1la
lmportancia de la caracterizacidn de los sistemas presentes
€n los diversos tipos celulares. Curnncretamente, se han
realizado exhaustivos estudios utilizando NEM y PCMBS que
Sugieren 1la existencia de modificaciones en las estructuras

I'esponsabpies, o relacionadas, con el transporte de
aminoicidos entre hepatocitos y células de hepatoma (Dudeck y
€ol., 1987; cChiles y col., 1988) e incluso, entre 1las
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distintas lineas de hepatomas (Chiles y Xilberg, 1986). De
igual manera, se ha descrito que en c¢células de hepatomas
existen sistemas de transporte que poseen caracteristicas
similares a 1las que se presentan en la vida fetal (White vy
Christensen, 1982). Actualmente, las células tumorales de
Enhrlich estan siendo utilizadas como una herramienta para la
identificacién Yy purificacidon de la proteina transportadora
(McCormick y Johnstone, 1988).
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2. 0BJETIVOS



2.1. OBJETIVOS

{Qué mecanismos modulan la captacidn hepitica neta de
aminocacidos In vivo?.

El Dbalance neto de aminoidcidos a través de un tejido
cualquiera es un parametro realmente importante desde 1la
perspectiva de 1a homeostasis nitrogenada del organismo. Por
ello, resulta de especial interés la determinacién y el
estudio de aquellos mecanismos que, en mayor © menor grado,
son responsables de las tasas de captacidon neta observadas

In vivo.

La posiciéon anatdémica del higado le confiere su
caracter - de filtro del aporte exdogeno de substratos. Esto
implica qgque el contenido portal de aminoacidos, asi como su
contexto hormonal, pueden presentar profundas variaciones en
funcién de 1la situacidon fisioldégica del animal. Estudios
recientes de nuestro laboratorico (Pastor-Anglada y col,,
1987; Casado y c¢ol,, ig987a; Casado b4 col., 1987D) han
rermitido c¢oncluir que la asequidbilidad de substratos
dificilmente puede exXplicar 1los cambios en 1los balances
hepiaticos observados In vivo. En este punto surge el
trabajo que a c¢ontinuacidén se expone. En &l se pretende
responder a las siguientes preguntas:

{Pueden correlacionarse las alteraciones observadas iIin
vivo con cambios en las propiedades c¢inéticas de 1los
transportadores?

{Existen mecanismos de regulacidén del transporte de
aminoacidos, a corto plazo, mediados por efectos hormonales?

Para intentar responder a estas preguntas hemos
Procedido a desarrollar basicamente tres modelos
fisioldgicos: ayuno, gestacidn y lactancia. Como substrato se
ha escogido L-alanina por los motivos que se explican a

continuacion. En primer 1lugar, por ser el aminodacido
cuantitativamente mis captado por el higado vy, en segundo
lugar, por ser transportado mayoritariamente por dos

Sistemas, A y ASC, que se constituyen como la principal via
de entrada de la mayoria de aminodcidos neutros. Una razdédn
accesoria radica en el hecho de que las concentraciones de
alanina son altamente sensibles a cambios nutricionales y
hormonales. Muestra de ello la tenemos en 1los tres modelos
escogidos, 1o cual es a su vez la mejor justificacién de la
eleccidn. Tras un ayuno, la asequibilidad hepatica de alanina
disminuye; en la gestaciodn, se mantiene - practicamente
inalterada v, en la lactancia, la asequibilidad esta
incrementada. En estas condiciones se ha caracterizado el
transporte de L-alanina en preparaciones de membranas
Plasmiaticas vesiculadas de higado de rata. Esta parte
Corresponde a 1las Experiencias |, 2 y3 de 1la presente
MmMemoria.
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El uso de vesiculas de membrana plasmiatica permite
evidenciar 1la presencia de cambios estadbles a nivel de
membrana. Agquellos eventuales efectos mediados por cambios en
la hiperpolarizacidén de 1la membrana Yy ligados a posibles
efectos hormonales presentes iIn vivo, obviamente no seran
detectables en este tipo de aproximaciones. Dado que 1las tres
situaciones estudiadas se caracterizan por cambios
importantes en el contexto hormonal portal, hemos bprocedido a
estudiar 1los efectos a corto plazo de 1insulina (en primera
instancia), glucagdn y del factor de crecimiento epidermal
(EGF). Los razones que Justifican esta eleccidn son
basicamente dos: en primer lugar, el hecho de que a los tres
se les han descrito funciones moduladoras del +transporte
hepitico de aminoacidos en otros modelos (principalmente a
largo prlazo); en segundo lugar, porqué la relacién
insulina/glucagdn esti profundamente alterada en las tres
situaciones <fisioldgicas escogidas y por otra parte, 1los
niveles de EGF se encuentran mas elevados durante el ciclo
reproductivo de mamiferos (gestacién y 1lactancia). Esta
aproximacion constituye 1la EXxperiencia 4 de 1a presente
memoria. '

El conjunto de resultados permite establecer una amplia
visién de las distintas estrategias gque pueden contribuir a
la modulacién de 1la captacidén hepatica de aminoidcidos In
vivo.
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- 3, MATERIAL Y METODOS



3.1. GENERALIDADES

3.14. 1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Pocos trabajos se han realizado sobre las
modificaciones producidas, en situaciones fisiologicas
normales (ayuno, gestacidon y lactancia), en el transporte de
aminoacidos en vesiculas de membrana plasmiatica parcialmente

purificadas de higado de rata (Pastor-Anglada y col., 1987).
La mayoria se han efectuado en hepatocitos aislados
(Fehlmann y col., 1979; Kristensen y col., 1983), con las

posibles modificaciones del transporte dedbidas a que es una
célula viva con su metabolismo activo y que pueden existir
interrelaciones entre 1las diversas vias metabdlicas y 1las
proteinas de membrana implicadas en el +transporte de
aminoacidos b4 de las substancias utilizadas como
cotransportadores.

Debido a este vacio en la bibliografia nos planteamos
el estudio de las posibles modificaciones existentes en 1las
broteinas transportadoras de la membrana del hepatocito,
realizando previamente una purificacion de é&sta, para la
obtencidén de unas vesiculas de membrana funcionales, con sus
Proteinas transportadoras activas y libres de metabolismo
interno propio de 1la célula. Posteriormente realizamos
diversos estudios de +transporte para 1la obtencidon de
resultados sobre 1los cambios producidos en 10s parametros
cinéticos de la proteina transportadora.

Finalmente, se han realizado pruebas de efectos
directos de diversas hormonas y factores, para intentar
delimitar, en 1lo posible, las acciones que provocan 1los
cambiocs encontrados en el transporte de aminodcidos por otros
autores (LeCam y Freychet, 1976; LeCam y Freychet, 1978a;
Auberger y col., 1983) en hepatocitos aislados de rata.

3.1.2., ANIMALES

Los animales utilizados para este estudio han sido
ratas albinas hembras virgenes (Rattus norvegicus) de la
cépa Wistar procedentes del Estabulario de 1la Facultad de
Biologia de 1la Universidad de Barcelona. El peso de 1los
dnimales oscilaba en el inicio del estudio entre (80 y 200 g.

3.1.2.1. Condiciones de estabulacidn
Las ratas se mantuvieron en condiciones ambientales

controladas de temperatura (22 + 1 ©Q) Yy de humedad
ambiental (entre el 70 - 80 %) El ciclo de iluminacién fué
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de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, iniciandose el
ciclo diario a las 8. 30 horas de la manana.

3.1.2.2. Dieta

La dieta utilizada fué del tipo UAR A. 04 (rata-ratén,
mantenimiento) en forma de granulos de unos 15 mm de

diametro, suministrado por 1la casa Panlad (Barcelona,
Espaia), con un valor caldérico de 2.9 Xcal/g ¥ la siguiente
composicion:
g/Kg

Humedad 120. 0

Proteinas 170. 0

Lipidos 30.0

Gldacidos 587. 0

Celulosa 43,0

Minerales 50. 0

El pienso estaba suplementado con un complejo
vitaminico que contenia: A, Bi, B2, B3, B6, Bi2, D3, E, X3,
PP, &acido félico, biotina y colina.

3.1, 3. OBTENCION DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASHMATICA
PARCIALMENTE PURIFICADAS

La +técnica de obtencidn de preparaciones parcialmente
Purificadas de membrana plasmitica de hepatocitos en forma
vesiculada era de una modificacion del método- de Yan
Amelsvoort y col. (1978), tal como describe Pastor-Anglada y
col. (1987).

Soluciones de Trabajo

- Solucidn A.
- Sacarosa (Panreac) 1.25 M
- CaClp (MercKk) imM
- Hepes (Boehringer) 50 mM

- Solucidén B.
- EDTA (Sigma) 100 mM

A partir de estas soluciones se obtenian 1los dos
tampones de trabajo, el primero diluyendo 1/5 i« solucidén A
con agua destilada (Tampén 1), el segundo (Tampdn 2),
Suplementando el tampén anterior con la Solucidén B llegando a
la concentracién final de EDTA imM.

Las dos soluciones eran ajustadas con KOH a pH 7. 5.
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- Percoll isotdnico

Para obtener 1una solucion de Percoll 1isotdnico se
diluia 9 ml de Percoll (Pharmacia) con i ml de Sacarosa
(Panreac) 2.5 M, ajustandose el pH posteriormente a 7.5 c¢on
KOH. ‘

Todas las soluciones se preparaban diariamente antes de
la experiencia, salvo las soluciones A y B gque se podian
guardar a 4 ©°C durante un mes.

Proceso de purificacidn

Las ratas eran sacrificadas por decapitacidn
arroximadamente dos horas después del inicio del c¢iclo de
luz,

El higado era extraido inmediatamente y se lavaba con
tampén de homogeneizacién a 4 ©C, a continuacidn era
Pesado, y se colocaba en una c¢apsula Petri llena de tampdén Y
mantenida en frio. Se troceaba con unas tijeras y a partir de
aqui todo el proceso se realizaba en frio.

Los pequenos fragmentos de higado se homogeneizaban
suavemente con un homogeneizador manual y el homogenado
resultante era filtrado a través de una malla de nylon fina.
El wvolumen obtenido se ajustaba a 180 ml con tampdn {, en una
Probeta gque c¢ontenia  EDTA para obtener al final la
concentracién final de {1 mM. Depués de una agitacién suave,
se cogia una alicuota (H) que era c¢ongelada ripidamente en
nitrégeno 1liquido y se guardaba a -40 ©C para valorar
Proteinas y las diferentes enzimas marcadoras de membranas
celulares. El resto se colocaba en +tubos de policarbonato y
Se centrifugaba durantes 20 minutos a 30.000 g (centrifuga
Beckman Model J2-21, rotor JA 20). El sobrenadante se
eliminaba y el precipitado se recogia y se resuspendia en
tampén 2 c¢on la ayuda de un agitador. Seguidamente se
centrifugaba durante 10 minutos a 300 g (centrifuga Beckman)
Y se desechaba el sobrenadante, mientras gque al precipitado
S¢ le sometia otra vez al mismo proceso.

El oprimer sobrenadante obtenido se mezclaba con el
Segundo para continuar el proceso. La mezcla se llevaba a 50
ml y se repartia en dos tubos de policarbonato, a cada uno de
los cuales se 1le afadian 3 ml de la solucisn de Percoll
isotdnico llegando al final a una concentracion del 117, La
Preparacién obtenida se centrifugaba a 30.000 g durante 30
minutos (centrifuga Beckman, rotor JA 20). De esta manera se
formaba un gradiente de densidad en el que la fraccidén rica
eN membrana plasmitica quedaba bien diferenciada en la parte
Superior del tubo en una densidad de 1.038. Esta fraccidén se
Podia extraer facilmente con la ayuda de plipetas Pasteur.
Seeuidamente, se procedia al lavado de las vesiculas para 1o
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cual la fraccion rica en membrana se diluia con el tampdn { y
se centrifugaba durante 30 minutos a 30. 000 g. Acabado este
paso se desechaba el sobrenadante y se recogia el precipitado
tratandose otra vez de igual manera,

El precipitado, rico en vesiculas de membranas
plasmaticas (V), era resuspendido en un volumen conocido de
tampdén 1, homogeneizado, fraccionado, congelado rapidamente
con nitrégenc liquido y conservado a -40°C hasta el
momento de su utilizacidn.

La utlizacidén de Percoll como elemento formador del
gradiente se debe a gque tiene una débil viscosidad y define
gradientes muy resolutivos c¢on una gran rapidez, y que ademas
son facilmente manipulables en funcién de la duracidén y la
velocidad de centrifugacion. LLas etapas de lavado final nos
permiten sacar de la preparacidn una considerable cantidad de
proteinas solubles a la vez que eliminar también el Percoll
porque no se puede resolubilizar. Por otro lado el hecho de
utilizar tampdn con Ca** pero sin EDTA nos permite 1la
vesiculacién de las membranas en un medio controlado y libre
al miaximo de posibles contaminantes.

3.1.4, VALORACION DE PROTEINAS Y ENZIMAS MARCADORES

3.1.4, 1, Proteinas
Para 1la determinacidén de proteinas de las muestras se

utilizé el método de Lowry y col. (1951), posteriormente
modificado por Zack y Cohen (1961).

Fundamento

El método se basa en la formacién de complejos entre
el isn Ccul+ y el EDTA.Nap, 1los cuales fijandose a 1los
bares de enlaces peptidicos consecutivos de las proteinas
(reaccisn del biuret), producen un color violeta. El1 conjunto
reacciona con el reactivo de Folin-Ciocalteau, que esta
formado pPor 1los &acidos fosfotiGngstico y fosfomolibdico, dando
color azul debido al efecto reductor del compleio cobre-
Proteinas, Asi el mismo reactivo Dpuede reaccionar con 1los
restos tirosinil de la cadena polipeptidica, dando color azul
Por reduccién del fosfomolibdato en medio basico. La lectura
de la densidad ér+ica puede realizarse en el margen de
longitudes de onda comprendido entre los 500 y 700 nm.
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Reactivos

- Alblimina sérica bovina, fraccion V (Sigma)
1 mg/ml en NaCH 0.1 N, fraccionada, congelada vy
utilizada como patrdn de la valoracisdn.

- Reactivo A
148. 8 mg CuSOy. SHpO (Panreac)
201. 7 mg EDTA. Nap (Panreac)
0.3 ml NaCOH 2N
Se llevan a 800 ml con agua destilada y se afdaden:

20 g NapCO3 (Panreac)
50 ml NaOH &N

El total de la disolucidén se completa hasta { litro con agua
destilada

- Reactivo B
Reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac) diluido
1i:1{ con agua destilada. .

- NaOH (Panreac) 0.1 y 0.2 N.

Procedimiento

Las muestras fueron diluidas previamente c¢on agua
destilada 1/10.

A 50 ¢l de muestra por duplicado se le agfadia un
volumen de 50 pl de NaOH 0.2 N y 100 pl de HNaOH 0.

N, para que la normalidad en todas las muestras fuera de O0d
H.

A todos los tubos, se les afiadieron 2 ml de reactivo A,
agitando y dejando reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente, Pasado este tiempo se afiadieron 0.2 ml del reactivo
B, agitando vy esperando 15 minutos para que se desarrollase
€l color, La lectura de la densidad 4ptica se hizo a 500 nm.

Patrén
Paralelamente a las muestras se realizé el proceso con

una serie patrén de proteinas, con valores comprendidos entre
O ¥ 200 upg de proteina por tubo.
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3.1.4, 2. Enzimas marcadores

L.Los enzimas, utilizados en la caracterizacidéon de 1las
preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica
parcialmente purificadas de higado de rata, son marcadores de
distintos tipos de membranas celulares que por su naturaleza
pueden presentarse en la muestra enriquecida de membrana
plasmatica.

- 5’Nucleotidasa: Enzima utilizado para comprobar 1la
pureza de las preparaciones vy su grado de
enriquecimiento en membrana plasmatica.

- @lucosa-6-fosfatasa: enzima marcador de membranas
microsomales.

- N-Acetil-g-D-Glucosaminidasa: marcador de membranas
lisosomales.

- Citocromo-Oxidasa: marcador de membranas
mitocondriales.

LLos enzimas marcadores 5’ Nucleotidasa y Glucosa-6-
fosfatasa tienen en comin que las reacciones que catalizan
liberan fosforo inorgianico (Pi). La actividad de estos tipos
de enzimas puede medirse cuantificando la aparicidén de Pi en
el medio. Antes de especificar el protocolo para la medida de
la actividad de estos enzimas comentaremos previamente 1la
valoracidn de Pi.

3.14,4. 2.1, Valoracidn de Fdsforo inorgianico

Fundamento

Se utililizdo el método descrito por Lin y Morales (197T7),
€l cual permite cuantificar fésforo inorganico en presencia
de proteinas, de manera sensible y rapida, desnaturaliziando
€stas con un detergente y midiendo espectrofotométricamente
la aparicién de complejos fosfomolibdicos.

Reactivoes

A - Lauril sulfato sddico (SDS) (Sigma) ai 20/ en
agua destilada.

B - Molibdato amdénico (MercK) al 107 y Hidréxido
aménico (MercK) al 0,9% en agua destilada.
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C - Metavanadato amdnico (Merck) al 0,235%4 y &cido
Nitrico (Panreac) 1.427 en agua destilada.

El reactivo se obtiene mezclando: 10 ml A + 10 ml B +

10 ml € + 3.7 ml HNO3 puro y llevarlo a 100 ml con agua
destilada.

D - Solucidn madre de Fosfato monopotiasico {Merck)
10 mM, utilizado como patrdn de la valoracién.

Cuantificacion

Se mezclan volimenes iguales de la muestra diluida a
cuantificar y del reactivo para fosforo inorganico (0.5 ml de
cada uno). . Se afnaden posteriormente 3 ml de agua destilada y
se dejaba reposar durante 20 minutos después de agitar, a
temperatura ambiente. Después se lee la densidad optica a 3850
nm.

La cuantificacion del Pi se realizaba mediante la
patron obtenida a partir de las densidades opticas de tubos

con concentraciones c¢onocidas de Pi, que iban de 50 a 300
nroles por tubo.

3.1. 4., 2.2. 5’ Nucleotidasa E.C.3.1.3.5

Fundamento

La técnica empleada es una modificacidon de la descrita
bor Aronson y Touster (1974). Esta basada en la
Cuantificacidén de fé6sforo inorganico que se libera en funcion
del tiempo hidroliziandose 1a adenosina monofosfato (AMP)
Segin la reaccidn siguiente:

AMP + H30 — Adenosina + P1
Reactivos

A- ClpoMg (Merck) 0.1 M

B- Tampdén Glicina (Sigma) y NaOH (Panreac) 0.5 M
PH 9. 1

C- AMP sal sdédica (Boehringer) 50 mM pH 7
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El medio de reaccidn se preparaba mezclando { ml A +
2ml B + 1ml C + {1 ml de agua destilada.

Todas las solucliones se realizaban en agua destilada.

Cuantificacidn

LLas fracciones eran diluidas de forma diferente (H 1/5,
v 1/i0) en agua destilada. Se c¢ogian {00 ul por duplicado
Yy se preincubaban a 37 ©°C, en tubos de plastico. El medio
de reaccion también era preincubado en las mismas
condiciones. A t=0 se afiadian 400 ul de este medio a cada
una de las muestras problema y se paraba la reaccion a los 5
minutos. En este momento se anadian 0.5 ml del reactivo para
la valoracién de Pi (solucidén de parada), se aidadian 3 ml de
agua Dbidestilada, se agitaban 10s tubos y se dejaban reposar.
durante 20 minutos, pasado este tiempo se leia la D.O. en un
espectrofotéometro a 340 nm.

En todos los casos se realizaban blancos de valoracion
Para 1la obtencidn de la medida inicial de Pi en las muestras

a t=0. En este ¢aso la solucidén de valoracidén de Pi (solucidn
de parada) se aiadia antes que el substrato.

3.1.4,2. 3. Glucosa-6-Fosfatasa E.C. 3.1.3.9

Fundamento

.La wvaloracidén de esta enzima esti basada en el método
descrito por Baginski y col. (1974) en el cual se mide 1la
cantidad de fdsforo inorgianico producido en funcidén del
tiempo, actuando el enzima sobre su substrato especifico, la
g8lucosa-6-P, segin la siguiente reaccidén:

Glucosa-6-P + HpO ~—>» Glucosa + Pi

Reactivos

- Tampén Citrato sédico (MercK) 0.1 M pH 6.5
- Glucosa-6-P (Sigma) 80 mM en tampdn Citrato
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Cuantificacidon

Las fracciones eran diluidas 1/i0 en tampdn citrato y
se cogian alicuotas de 100 ul para la valoracidn, las
cuales eran preincubadas e incubadas en tubos de plastico a
37°C durante 5 minutos. A t=0 se afdadian 100 ul de
sustrato y a los {15 minutos se paraba la reaccidn con 0.5 ml
de reactivo para la valoracidén de Pi y se procedia tal y como
se describe en el apartado 3.1.4.2.1.

L.os blancos de esta determinacién se realizan afiadiendo
100 pl de tampdn citrato en lugar del substrato.

3.4.4,. 2.4, HN-Acetil-g~-D-glucosaminidasa E.C. 3.2.1. 30

Fundamento

El método empleado es una adaptacidn de los descritos
pPor Boroach y col. {1961), Wollen y col. {1961) y Carroll
(1978).

El fundamento es la valoracidén espectrofotométrica del
nitrofenilacetil liberado por el enzima actuando sobre la 4&4-
nitrofenil-N-acetil-g-D-glucosaminida.

§-nitrofenil-R-acetil-g-D-glucosaninida — pitrofenii-¥-acetil + D-glucosaminida

Reactivos

A- Tampdén de incubacidn
Tampdén citrato sé6dico (MerckK) 0.05 M y Tritdén
X~-100 0.2 7 a pH 4.4 con acido citrico.

B~ Tampén de paro y coloracidn
Tampdédn glicina (Sigma)/NaOH (MercKk) 0.5 M a pH
10. 4.

C- Substrato
4-nitrofenil-N-acetil-g-~D-glucosaminida
(Sigma) 5 mM en tampdén citrato,.

D- Solucidn estiandar

4-nitrofenol (Sigma) 50 mM en tampdén ' de
incubacién.
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Cuantificacidn

Las fracciones eran diluidas i/ c¢con tampdén de
incubacidn, y se cogian {100 ul por duplicado para su
valoracion. Las +fracciones diluidas eran preincubadas a
37°C durante 5 minutos. A tiempo O se afadian 400 ul
de substrato y a los 30 minutos se paraba la reaccidén con 2.5
ml de tampdn de paro. Después de centrifugar durante 5
minutos a 1000 g, se 1leia 1la D.O, del sodbrenadante a una
longitud de onda de 420 nm. A partir de la solucidon madre de
4-nitrofenol se preparadbda un bbanco de diluciones de 25 a 400
nmoles por tubo, el c¢cual se utilizaba de recta patrén del
producto de la reaccidn.

3.1.4.2.5. Citocromo oxidasa E.C.1.9. 3. ¢

Fundamento

La Citocromo C oxidasa cataliza 1la transferencia de
electrones del ferrocitocromo C al oxigeno, formandose
H;0, en 1la cadena respiratoria de 1los eucariotas, Yy en
clertos procariotas. La actividad de este enzima puede ser
medida valorando 1la oxidacion del ferrocitocromo C ¢on un
espectrofotdmetro (Smith, 1955, Wharton y Tzagoloff, 1967).
De igual manera, se puede utilizar el método que permite
seguir la tasa de consumo de oxigeno mediante un electrodo de
oxigeno (Chance, 1952; Yanetani, 1962).

Para su valoracidon hemos utilizado el método
Polarografico mediante un electrodo de oxXigeno tal y como
describe Rafael (1983).

La reaccidén que se produce es 1a siguiente:
2 Cit C (Fe2+) + 1/2 Op —» 2 Cit C (Fe3*) + 02-

El consumo por unidad de tiempo del oxigeno disuelto en
la solucisn de ensayo es empleado como medida de la actividad
Catalitica de 1la Citocromo oxidasa. La c¢oncentracion de
OXigeno en el ensayo es aproximadamente de 240 umol
Oa/1litro a una temperatura de 25°c¢, cuando se
€quilibra con el aire a unos 760 mm Hg (Chappeil, 1964), El
€quilibrio redox esti desplazado a favor del citocromo C
0Xidado y 1la tasa de actividad respiratoria permanece
Practicamente independiente de la concentracién de oxigeno
Por debajo de 4umol Op/litro (Chance, 1957). El
Citocromo C permanece reducido por el ascorbato y con TMPD
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(M,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina dihidroclorhidrato)
mediando el transporte de electrones (Lemberg, 1969;
Ferguson-Miller y c¢ol,, 1978; HMerle y c¢ol.,, 1982).

La definicidén de 1la actividad enzimiatica de la
citocromo oxidasa se podria resumir como la minima unidad
catalitica que es capaz de transferir un electrén reduciendo

1/4 de Op.

Reactivos

Solucion fosfato/EDTA (tampdon fosfato 50 mM pH
T7.2; EDTA 1 mM).

Ascorbato (Sigma) 0.1 mM pH 6.0 con KOH 10 HN.
- Citocromo C (Sigma) 2 mM.

R,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina, THPD
(Sigma) 50 mM. -

Los tres dltimos componentes se mezclaban en la
proporcidn 5:3:1 respectivamente y 1la mezcla se congelaba a
-409C hasta su utilizacién.

- Lubrol (Sigma) al {1 7 en solucidon fosfato/EDTA.

Valoracidn

Todas 1las valoraciones se realizaron diluyendo 1la
muestra con Lubrol, ya que es un detergente que incrementa la
actividad especifica de la Citocromo oxidasa (Behren y Himms-
Hagen, 1977).

La fraccidn H era diluida 1/2 y 1la Vv 9/10. La
cocentraciodon del oxigeno en el ensayo se midio
Polarograficamente en un electrodo de oxigeno de Clark.

Antes de iniciar una "determinacidn se tenia que
calibrar el electrodo. El punto cero en el registro se
ajustaba pipeteando en la caimara del electrodo
aproximadamente 1 ml de agua destilada y se anadia un poco de
bisulfito sadico. Después se tenia gque lavar muy bien 1la
Camara para arrastrar todos 1los restos de Dbisulfito.
Posteriormente se pPipeteadan dentro de la c¢amara del
electrodo 600 ul de la solucidn de fosfato/EDTA y se
¢eérraba la camara. Se esperaban 22 1 a 3 minutos para llegar
4 un equilibrio con el 100 % del registro. Posteriormente
¢on una Jjeringa Hamilton se afadian 90 ul de la mezcla de
reaccisén que estaba recién descongelada Yy se esperaban de 2 a

Mminutos hasta obtener que el consumo de Op basal se
Mantuviera constante (blanco). '
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Seguidamente se afiadia 1la muestra, 10 gl para la
fraccién H y 20 upul para 1la V, en el registro gquedabdba
reflejado con un incremento en 1la pendiente, el consumo de
oxigeno dgque se 1llevaba a cabo en 1la camara del electrodo.
Entre una muestra y 1la siguilente era necesario lavar la
camara c¢on HCl 04 N para eliminar las posibles trazas de

citocromo C.

El <caculo de la actividad enzimitica se realiza de lé
siguiente manera:

960 x V AX
b = X = pkat/litro de fraccion
v At

Siendo:

960 : equivalente a pmol Op/litro x 4
equivalente a pmol electrones/litro
transferibles en oxigeno disuelto.

AX : registro del oxigeno consumido (corregido por
su blanco).

v : volumen de la muestra afiadida en ml.

\'2 : volumen final del ensayo en ml.

At : medida del tiempo durante el cual transcurre
el consumo de oxigeno (segundos).

b : actividad en pKat/litro de la fraccién.

3.1.5, CALCULOS

Los resultados de 1las valoraciones de la actividad de
los diferentes enzimas marcadores, se han expresado como
kmoles de producto formado, o bien de electrones
transferidos {en el caso de la citocromo oxidasa), por hora
de incubacisn Y por ml de fraccién. En el caso de la fraccion
H, las actividades también estan expresadas por gramo de
higado,

Con estos datos se ha podido calcular:

A - Recuperacidn

Es una medida del porcentaje de membrana original
Tecuperada en la fraccisn. El porcentaje de recuperacidn se
°btiene a partir de la relacién:
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actividad total en la fracciodon
x 100

actividad total en el niomogenado
y nos permite tener una estima del rendimiento en el proceso
de purificacion de membrana plasmitica, asi como también del
nivel de contaminacion por otras membranas subcelulares.

B - Actividad especifica

Es la relacidén entre la actividad de un enzima en una
fraccioén y su contenido en proteinas,

C - Enriquecimiento

El grado de enriquecimiento de una determinada membrana
subcelular en una fraccidn cualquiera, se obtiene a partir de
la relacidn entre la actividad especifica del enzima marcador
de 1la membrana en la fraccildén y la actividad especifica del
mismo enzima en el homogenado. Este parametro es una estima
de 1la eficiencia del proceso de purificacion y en definitiva
del nivel de pureza. '

3.1.6. UNIDAD DE REFERENCIA

El principal problema en la medida del transporte de
Sustratos al interior de membranas plasmiticas vesiculadas es
la unidad de referencia, la cual ha de ser alguna
caracteristica inherente a la propia membrana y no al método
de obtencidn de las vesiculas. Es necesario que sea un factor
representativo de la membrana integra para que nos permita
extrapolar 1os resultados a nivel de célula e inclusc de
tejido entero con tal de obtener indices aproximados de 1la
capacidad hepitica para captar un determinado substrato.

En muchos casos se utliliza como unidad de referencia el
valor de un enzima marcador de membrana plasmiatica (Bourdel y
Forestier, 1982; Pastor-Anglada y col., 1987; Quintana y
¢ol., 1988) pero en una gran mayoria la unidad de referencia
utilizada es el contenido de proteinas de la fraccidn de
membranas {Brot-Laroche y Alvarado, 1984, Quintana y c¢ol.,
1988; Casado y col., 1988, entre los mMis recientes y muchos
Otros mis), pero esto solo se puede hacer si las proteinas no
éspecificas de membrana de las preparaciones obtenidas
Producen niveles bajos Yy parecidos en los grupos
€Xperimentales que se quiere comparar. Este es el caso de
Nuestro modelo por 1o que optamos por esta unidad de
referencia para la expresidon de los resultados.

Asi pues, el transporte nos vendri dado en cada caso,
Por 1a cantidad de aminodcido +transportado por unidad de
t1emp0, si fuese necesario, y por unidad de proteina de la
fraccién (normalmente pg de proteina).
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3.1.7. FORMA Y TAMASO DE LAS VESICULAS

Para tener la completa seguridad de que nuestro método
de obtencion de membrana plasmitica vesiculada de higado de
rata era efectivo, Y que éstas eran de una forma homogenea y
medida apropiada para las experiencias de transporte que
vendrian a continuaciodn, se realizaron diversas
preparaciones de fijacién y montaje para su estudio por
microscopia electrdnica, de esta manera se visualizaban las
vesiculas y se obtenian sus medidas reales.

3.1. 7. 1. Microscopia electrdénica de transmisioéon

Para estudiar material bioldgico con el microscépio
electrdnico de trasmisidén son necesarios una serie de
prrocesos y técnicas, que son parecidas a las que normalmente
se utilizan en microscopia oéptica, pero con algunas
modificaciones para la formacidén de la imagen. Los procesos
relacionados son la fijacidn, para preservar la estructura;
deshidratacién, para extraer todas las trazas de agua de la
muestra; y el montaje para dar al material un soporte
mecianico durante la microtomia.

Fundamento

El estudio de las secciones ultrafinas al microscépio
electrdnico de trasmisién, exige un proceso previo que
broporcione un contraste diferencial de las estructuras
seccionadas. Ello se consigue mediante reactivos que poseen
dtomos de metales pesados Yy que reaccionan, con afinidades
diversas, con los componentes de las diferentes estructuras.

Los reactivos mis comunmente utilizados son el acetato
de uranilo y citrato de plomo.

Reactivos

-~ Acetato de uranilo, 3% en agua destilada.
- Solucidn de citrato de plomo (Reynols).
¥ 352 g de citrato trisédico 2HpO en 60 ml de
agua destilada.
¥ Afadir 2.66 g de nitrato de plomo.
¥ Agitar la suspensién durante 1 minuto y dejar
reposar 30 min. con agitaciones a intervalos de 5
min.
* Anadir 16 ml de NaOH { HN.
¥ Completar hasta 100 ml y mezclar. La solucidn debe
ser completamente transparente con un pH de 12,
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Procedimiento

- Depositar sobre parafina en un disco Petri, con 1la
ayuda de una pipeta Pasteur, tantas gotas de una
solucidén de Acetato de Uranilo como rejillas deseen
contrastarse.

- Situar una rejilla sobre cada gota de modo que 1la
cara c¢on las secciones sea la que esté en contacto
directo con la solucidén (cara mate).

- Cubrir el disco Petri y esperar unos 20 minutos.

- Transcurridoe este tiempo +tomar 1las rejillas b4
lavarlas 3 veces con agua destilada.

- Tras el Gltimo lavado eliminar el agua de la rejilla.

- Depositar sobre 1la parafina en un disco Petri una
gota de 1a solucidn de Citrato de Plomo por cada una
de las preparaciones a contrastar. Es conveniente que
el disco Petri que se use contenga en su interior
algunas lentejas de NaOH y que haya estado cerrado
desde algunos minutos antes, con el fin de reducir el

nivel de COp, que puede interferir en el proceso
de "tincion'" formando precipitados de carbonato de
plomo. ,

- Colocar 1las rejillas por el lado que contienen las
secciones sobre la gota de reactivo.

- Tomar las rejillas y lavarlas tres veces, durante
algunos segundos, con agua destilada. Finalmente
pueden lavarse con un poco de agua.

- Dejar secar las rejillas sobre papel de filtro en el
interior de un disco Petri.

- Una vezZz secas pueden ser observadas al microscopio
electronico de transmisidn.

3.1, 7.2, Microscopia electrdnica de barrido

Fundamento

En 1la microscopia electrénica de barrido (MEB) la
imagen se obtiene, generalmente, a partir de los electrones
Secundarios emitidos por la muestra, tras incidir sobre ella
€l haz electrénico que recorre el area del estudio. Por
tanto; i, se estudia la superficie de la muestra y no son
Necesarias secciones de la misma, 2. se obtiene wuna
1nf0rmac16n tridimensional y 3. se requiere que los &dtomos
due componen la superficie de la muestra sean buenos emisores
de electrones. Dado que este Gltimo no se cumple cuando se
€studia material biologico, se hace necesario recubrir 1la
Superficie del mismo con una fina capa metalica (p.e. oro).

4 preservacién de la estructura de la muestra se consigue
Mediante un proceso de fijacidén similar al convencionalmente
€mpleado rara microscopia electrénica de transmision.
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Reactivos

- PBS. NaCl 0.4 M, KC1 2.7 mM, HNapHPOy 8.4 mM
y KHpPOy 1.5 mM.

- Tampdén fosfatos 0.1 M pH 7.2-7. 4

- @Glutaraldehido al 67 en tampdn fosfatos

~ Tampén Veronal-acetato 0.1 M pH 7.2-T7.4, suplementado
con sacarosa.

- Tetroxido de osmio al 17 en tampon veronal-acetato.

- Acetona en concentraciones crecientes (50, 70, 9% vy
100%)

Procedimiento

- Lavar la muestra con PBS.

- Fijar la muestra durante 60 minutos en solucidn
glutaraldehido al 6% en tampén fosfatos a 4°C,

- Extraer la solucidon de glutaraldehido vy lavar
mediante varios cambios de tampdén fosfatos,
isosmolar con 1la solucisdn anterior, mediante
adicion de sacarosa.

- Dejar l1os Dblogques en esta solucidon durante unas
horas a 4°C.

- Extraer 1la solucidn lavadora y aidadir solucidn de
tetrasdsxido de osmio.

- %?ntener en esta solucidn durante 45 minutos
40¢C,

- Extraer 1la solucidén anterior y lavar 1o0s blogques con
PBS.

- Deshidratar en una serie de soluciones acuosas de
acetona en concentraciones crecientes (p.e. 50/, TO0Z%,
9574 y 1007Z) durante un periodo de 15 min. cada una.

- Secado en estufa a 148°C durante 8 minutos.

- Montar la muestra sobre los cilindros soporte del MEB
usando como adhesivo pasta conductora.

- Preparar los electrodos de la unidad de vacio para la
evaporacioéon del C y el Au, ’

- Evaporar primero el carbono durante tres minutos,

girando bien los portamuestras, Tras este
recubrimiento, se realiza el del Au, durante dos
minutos.

-~ Tras el recubrimiento, l1as muestras quedan 1listas
para su observacion.

59



3,1.8. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LAS
PRERARACIONES VESICULADAS

Las preparaciones de vesiculas de mebrana plasmitica
eran sometidas a distintas pruebas para determinar su
integridad funcional y estructural. Una primera evidencia se
obtenia por observacidén microscodpica (apartado 3.1.7.), el
resto mediante la incubacidén de dichas preparaciones en las
condiciones que a ¢ontinuacidén se detallan.

3.1. 8. 1. Captacion de substrato en funcion del tiempo.
Overshoot,

3.1.8. 1. 1. Fundamento

La capacidad de 1las preparaciones para concentrar
L-alanina en presencia de un gradiente electroguimico de
Nat, se wutiliza frecuentemente como prueba previa de 1la
integridad funcional de 1las vesiculas (Quintana vy c¢ol,,
1988). En nuestro caso concreto simultaneamente se obtiene
una informacidén inprescindible, el tiempo en el que las tasas
de transporte son mis proéximas a la velocidad inicial de
captacidn. Ademas esta experiencia también nos permite ver en
que momento se ha conseguido el equilibrio entre las
concentraciones intra y extravesiculares de substratos,

En lineas generales el protocolo de incubacidn

utilizado ha sido el descrito por Pastor-Anglada y col.
(1987).

3.1.8.1,2. Medio de incubaciédn

- Tampdén Hepes (Boehringer) 50mM pH 7.5 con
CaCly (Merck) { mM y Sacarosa (Panreac) {.25 M.

- MgClp (Merck) 0.1 M.
- Tiocianato sdédico (Sigma) { M.
- Alanina (Sigma) 10 mM.
- L-(2,3-3H)-alanina (Amersham) imCi/ml
A partir de estas soluciones madre se preparaba el

- Medio de incubacidén, en el cual se afadia el volumen de

?}esira de membranas vesiculadas y daba estas concentraciones
Nales:
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- CaClp 0.20 mM
- Sacarosa 0.25 M

- Hepes 10 mM
PH 7.5

- MgClp; 10 mM
- Tioc¢ianato sédico 100 mM

- L-(2,3-3H)-alanina { mM con una actividad
especifica de 1.5 uCi/umol.

3.1.8. 1. 3. Valoracidén

Las fracciones V eran descongeladas rapidamente y se
mantenian a 25°cC. De +todas 1las muestras de cada grupo
experimental se realizé un tUnico pool gque era analizado por
triplicado. Se media la cantidad de aminoacido intravesicular
a 5, 10, 15, 30, 60 segundos y a los 30 minutos del inicio de
la incubacidén. Para facilitar el trabajo, se disponia de dos
tubos diferentes, en uno de 1los cuales se realizadan 1los
tiempos 5, 15 y 60 segundos y en el segundo 1los de 10, 30
segundos y 30 minutos.

El proceso a seguir era el siguiente: se preincubadba a
25°C 80 w1l de medio de incubacidn y a tiempo O se
afiadian 20 pl de membranas y se agitaba muy bien. A cada
unoc de los tiempos determinados se extraian 20 ul de 1la
mezcla y se colocaban en un tubo que contenia { ml de tampédén
Hepes pH 7.5 diluido 1/5 y mantenido a 4°C, La reaccidn
Se paraba por ser el transporte altamente sensible a la
temperatura. Inmediatamente se cogia todo este volumen y se
filtraba a través de filtros de nitrocelulosa (Sartorius) de
045 um de diametro de poro. Se lavaba rapidamente con &
ml del mismo tampén frio y el filtro era colocado en un vial
de centelleo para el contaje de la radiactividad incorporada
a las vesiculas retenidas. Dentro de los viales se afadian 6
ml de ligquido de centelleo con la composicidn descrita en el
apartado 3.1.41.2.

A cada vial se le afadian ademas 300 ul de agua
dgstilada, para disminuir el enmascaramiento de la
disolucisn.

Los viales eran fuertemente agitados y después de que
los filtros quedasen disueltos en el liquido de c¢entelleo se
llevaban a contar en un contador de radiactividad (Packard,
tipo Tricarb, model 460 C).

En todos los casos, se cogian alicuotas del medio de
1nc’~1bacién que eran también contadas para obtener la medida
€Xacta de 1la actividad especifica del substrato., Para poder
disPOner de Dblancos de incubacién sin vesiculas, a 20ul
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del medio se 1le realizaba el mismo proceso gque a las
muestras.

Las cuentas obtenidas eran corregidas por la actividad
especifica del medio y los resultados se expresaban en pmoles
por ug de proteina de membrana incubada. .

3.1.8.2. Volumen vesicular aparente

Independientemente del catidn presente en el medio de
incubacidn de 1las vesiculas, si la incubacidén se prolonga
durante cierto tiempo, se consigue un equilibrio de
concentraciones entre el medio intra y extravesicular, de
manera gque el ndmero de moléculas de aminodcido gque esten
dentro seridn dnicamente funcidén del volumen de las propias
vesiculas y de la concentracidén de substrato en el medio.
Aunque la experiencia se haga con Na*, a tiempos cortos
habria transporte activo, pero el gradiente electroquimico se
-disipara y al final se llegara al punto de equilibrio, el
cual seria el mismo gque si la incubacidén se hubiliera realizado
con Kt Esto nos permite c¢alcular el volumen vesicular
aparente, si se aplica esta foérmula:

Ni
Vis=

Ce

Donde Vi es igual al volumen intravesicular, Ni es 1la
concentracidén intravesicular de substrato en el equilidbrio vy
Ce es la concentracidén de aminoicido en el medio. Ni se
obtiene experimentalmente y Ce es 1la concentracisén de
substrato elegida por el investigador. E1 volumen vesicular
aparente viene expresado en nl por ug de proteina de
membrana.

3.1.8.3. Respuesta a la Hiperosmolaridad

Hemos visto anteriormente (ver apartado 3.1.8.2) que
cuando se incuban las vesiculas durante un tiempo prolongado
€n Presencia de un substrato marcado se c¢onsigue un
equilibr;o de concentraciones externa e interna de manera que
izl cantidad de substrato incorporado es un reflejo del
¢ umen intravesicular y nos permite calcularlo. Si realmente
resgggdtenemos en nugstras pPreparaciones son vesiculas han de

ér a situaciones de hiperosmolaridad reduciendo el

Volumen interno Y Por lo tanto reteniendo menos substrato en
su interior.
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Este tipo de ensayo nos permite obtener dos
informaciones, por un lado que tenemos membranas realmente
vesiculadas y por otro, cual es nivel aproximado de adsorcidn
no especifica del substrato a las mebranas.

3.1.8.3. 1. Medio de incubacidn

Tampdn Hepes (Boehringer) 100 mM pH 7.5 con CaClp
(Merck) 2 mM y MgClpy (Merck) 100 mHM.

Tiocianato sdéddico (Sigma) {1 mM.

Sacarosa (Panreac) 1.25 y 2.5 M

- Alanima (Sigma) 2.5 mM,

L-(2, 3-3H) -alanina (Amersham) i{mCi/ml

A partir de estas soluciones madres se preparaba el
medio de incubacidn, el cual anadiendo el volumen de muestra
tenia las siguientes concentraciones finales:

- Hepes {0 mM
- CaClp 0.2 mM PH 7.5
- MgClp 10 mM

- Tiocianato sédico 100 mM

- L-alanina 0.25 mM con una actividad especifica
de 30 uCi/pmol.

- Sacarosa de 0.125 a 1.25 M (8 concentraciones
diferentes). ‘

Las osmolaridades finales de los 8 medios de incubacién
con concentraciones de sacarosa creciente oscilaban entre
0.415 y 1.5 osmoles.

3.1.8.3.2. Valoracién

Las fracciones V eran descongeladas ripidamente y se
mezclaron formando "pools" correspondientes para cada
situacisn. El ensayo se realizd por tripilicado y en las
condiciones descritas en el apartado 3.14,8.1. 3., Finalmente la
g:&:idad retenida en las vesiculas para cada una de las
e ar}dades ensayadas nos permitia obtener la recta de

gresidon de las dos variables.
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3. 1. 9. ESTUDIOS CINETICOS

3.1.9. 1., Homogeneidad de grupo

Como paso previo en el estudio cinético del transporte
de L-alanina en los diferentes grupos experimentales, se
hacian pruebas de transporte por separado de cada una de las
preparaciones de membrana vesiculada, para comprobar que los
diferentes procesos de purificacidén en cada caso habian sido
similares y que 1los niveles de +transporte entre las
diferentes muestras eran idénticos. Para esta comprobacidén
se seguia el proceso anteriormente descrito en el apartado
3.1.8.1. 3, pero solamente para el tiempo de 10 segundos.

3.1.9. 2., Fundamento

Las preparaciones eran incubadas en un medio con
concentraciones crecientes de L-alanina para ver cual era su
velocidad inicial para transportar el aminoacido y obtener
los parametros cinéticos correspondientes (velocidad maxima,
Vmax y constante de afinidad, Km). La composicidn del medio
nos condiciona en cada caso el tipo de transporte que estamos
ﬁiﬁiendo. Los medios de incubacidén contenian Na* o KX*

mM.

En presencia de xt las tasas de captacidn
evolucionaban de forma directamente proporcional a 1la
concentraciéon de substrato y nunca parecian saturarse. En
estas condiciones el transporte era asimilable a difusién
Pasiva, En presencia de Na* 1la captacién era debida a
difusién y a transporte activo, con lo cual, al restar a los
vValores obtenidos de aquellos en presencia de Xt se
obtenia una componente de transporte saturable y dependiente
de sodio.

3.1.9.3. Medios de incubacidn

fds La base de 1os medios de incubacidn empleados es
Pdentica a2 la composicidn descrita en el apartado 3.1,8.1.2.
€ro ademis se disponian de las soluciones madres:

- L-alanina (Sigma) 5, 50, 500 mM.

- Tiocianato potasico (Sigma) 1 M.
- Tiocianato sédico (Sigma) 1 M.

- Sacarosa (Panreac) 0.2, 2 mM.

En el medio de incubacidédn se habia de obtener wunas

[od .
a;ggentrac1ones finales similares a las descritas en el
tado 3.1.8.1.2. salvo en 1los siguientes casos:
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- El1 substrato, la L-alanina, en concentraciones 0.4,
0.25, 05, ¢4 2, 5, 10 y 20 mM, con un rango de
actividades especificas entre 6.66 WwCi/pmol
hasta 0.54 uCi/pmol.

- La Sacarosa era utilizada como factor compensador de
la osmoloridad debida al aumento en la concentracioén
de alanina. El resultado final era que la diferencia
de osmolaridad entre la primera concentracion (0.1
mM) y la mas alta (20 mM) era tan solo de un 3%. La
osmolaridad +total correspondia mias o menos al punto
mis bajo de los descritos en el apartado dedicado a
las pruebas de respuesta a 1la hiperosmoloradidad
(apartado 3.1.8.3.1.).

3.1. 9.4, Valoracidn

Las fracciones V eran descongeladas rapidamente vy
mantenidas a 25°C. Alicuotas de 40 upul de medio eran
pPreincubadas y a tiempo O se anadian 10 pl de muestra. La
incubacidén se realizaba en condiciones préximas a la
velocidad inicial, es decir, dejando incubar 1las muestras
solo durante 10 segundos. El proceso de parada y de
cuantificacidon era idéntico al descrito en el apartado
3.1.8.1.3, A partir de 1la radiocactividad retenida en 1los
filtros (la intravesicular) y de las actividades especificas
bPara cada concentraciéon de alanina, se podia calcular 1los
Pmoles de alanina incorporada en 10 segundos por ug de
Proteina de membrana. ‘

3.1.9.5. Calculo de los parametros cinéticos

El tratamiento de 1los datos fue el cliasico de una
Cinética que se ajusta a la descrita por Michaelis-Menten. La
linealizacisdn empleada fue la de Eadie-Hofstee, en la gque se
relaciona la velocidad inicial de +transporte con el cociente
éntre velocidad y concentracidén de substrato ensayada, de
Manera gque la interseccién en ordenadas nos da la velocidad
Maxima (Vmax) en pmoles/ug prot./10 seg. Y €en abcilisas
Vm/Km, de donde se puede sacar el valor de Km en mM.

A partir de 1los datos de velocidad maxima del
transporte dependiente de sodio se podia 1llegar a una
€XpPresidén mas fisioldgica de la capacidad de captacién de L-
alanina Por parte de la membrana plasmatica del hepatocito.
Si tenemos en cuenta que tenemocs la recuperaciéon del enzima
Marcador de membrana plasmitica (5° Nucleotidasa) y que
Conocenos su actividad por gramo de higado, higado total o
tambien pPor 100 gramos de peso corporal, se puede calcular la
Velocidad en pmoles de alanina por todas estas unidades de
referencia,
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3.1.10. INHIBICIONES

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1.8.5.
se prepararon medios de incubacidén con las concentraciones
finales citadas anteriormente (3.1.9.3.) para cada caso. Las
incubaciones se realizaron c<¢on aminocdcidos naturales o
anilogos a unas concentraciones 10 veces superiores que la
concentracion del substrato (alanina 1 mM). La osmolaridad
del medio se calculd en cada caso por medio de la correccidn
con sacarosa. Se realizaron las incubaciones tal y como se
describe en el apartado 3.1.9.4.,, calculandose posteriormente
el tanto por ciento de inhidbicidén para cada aminoacido.

3.1.11. CONTAJE DE LA RADIQACTIVIDAD

3.1.11. 1. Aspectos generales

Los contajes de 1las muestras se realizaron por un
reriodo de 5 minutos, en un contador de radiacién 8 de
centelleo liquido marca Packard, tipo Tricardb, modelo 460 C,
En todos los contajes era ya descontado el ruido de fondo
"Background"”, automaticamente por el aparato.

3.1.11. 2, Liquido de centelleo

El liquido de centelleo utilizado fue descrito por
Turner (1971) y tenia una composicidn por litro de una mezcla
de los siguientes compuestos:

750 ml Xileno

3 g PPO (2,5 difeniloxazol)

100g POPOP (1,4-bis(2-(5-feniloxazolil-benzeno)))

250 m! Triton X-100

Este 1iquido de centelleo se prepard disolviendo
Primero e1 PPO Yy el POPOP en xileno, por agitacisén. Despusés,
Sé afiadia el Tritén X-100 y se agita hasta que se haya
Mezclado del todo. Se mantiene siempre en una botella oscura
Para evitar su descomposicién por la luz. Este 1liquido
g:rglte €l contaje de muestras liposolubles asi como +también
pro ldrosolubles siempre y cuando, en este caso, se mantengan

Porciones de volimenes de muestra y liquido de centelleo
que hagan bPosible la accidn del triton X-100 como detergente.
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3,1.14.3. Calculo de las desintegraciones por mihuto (dpm)

El contador determina para cada muestra un valor de
radiocactividad que viene expresado en cuentas por minuto
(crm) que corresponden a la radiocactividad persente, asi como
también a las condiciones particulares de <c¢ada vial que
contiene radioactividad. Existe un enmascaramiento de 1las
muestras que hace que haya una pérdida en la deteccidédn de cpm
a partir de las dpm originales y que es provocado por
interferencias en la produccidén y/0 transmisidén de la energia
luminica dentro del liquido de centelleo.

Para conocer las dpm de radiocactividad en 1la muestra
hace falta c¢onocer 1la eficiencia de cada c¢ontaje. Esto se -
realiza mediante la determinacién de 1las c¢pm en 1los dos
canales, A y B, de diferente rango de energia, de forma que,
para cada muestra, el contador da un valor r gue
corresponde a una relacién entre 1los canales A y B frente a
una radiacion Y constante (estandar externo). Para
conocer la eficiencia de <cada c¢ontaje a partir de 1la
relacioén de canales al estandar externo se realiza
periddicamente una curva de eficiencia.

3.1.11. 4, Curva de eficiencia del 3H

Para construir la curva de eficiencia de 3H se
Partid de una patrén de viales que contenia hexadecano-3H
con dpm conocidas e iguales para cada vial pero con diferente
grado de enmascaramiento, debido a la presencia de
concentraciones c¢recientes de cloroformo. Estos viales se
contaron varias veces obteniéndose curvas de eficiencia E
(relacién entre las cpm detectadas y 1las dpm originalmente
Presentes) respecto a 1la relacidon de c¢anales r de las
cuentas detectadas en un canal respecto del otro. A partir de
las cpm y de la r de cada vial contado se determind sobre

la curva 1a eficiencia de cada muestra, de este modo se
calculs:;

dpm = cpm / E

3.1. 12, ESTADISTICA

q Todos los datos se presentan como media aritmética (m),
dando' €n cada caso un valor de dispersién del grupo
énominado error estandar (E. S.).

. Estos dos calculos fueron realizados a partir de las
8Buientes expresiones:
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Media aritmética: n

i
M = — X1

n

i=1
Error estandar:

sé

E.S. =
n-1

siendo:

Xi : valor de cada dato

n : nuamero de datos

S2 : varianza muestral

LLa varianza es el parametro que mide la dispersidén de
los valores de una variable respecto a su valor medio, su
expresion matematica es:

n

sé =

ST (XL - m )2
i=1

S1i tenemos en cuenta gque cada variable estudiada seguia
una distribucién normal, y para determinar si dos medias
muestrales eran significativamente diferentes o no, entre
ellas, se utilizd el test de la "t" de Student, la cual viene
deternimada por la expresion siguiente:

mi =~ mp
t =
1 | nyS2,+np828;
— 4 -
ny np ny{+np - 2

Siendo

my, mp : medias de los grupos comparados

Ny, np ! namero de datos de los dos grupos

Sai, Saa : varianza de cada grupo experimental

Segiin el valor obtenido de "t" y con la ayuda de unas

tablas adecuadas, se determinaba la probabilidad de que 1la

:if:rencia entre las medias de las poblaciones fuera debida
zar, '
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Los signos empleados para expresar el valor de
probabilidad obtenido en 1las comparaciones estadisticas
realizadas, son l1os siguientes:

* b
% P
b

0.
0.
0

AAA
(e e Ne)
O =
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3.2. EXPERIENCIA 1

3.2.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

\

El objetivo de esta experiencia fue el de estudiar 1los
cambios producidos en el transporte de alanina durante una
reduccidén fisioldgica y progresiva en la asequibilidad de
este substrato a través de la membrana plasmatica de 1las
células hepaticas.

Se realizaron tres grupos experimentales, control
(ratas alimentadas), ayuno 24 horas y ayuno 48 horas. Dentro
de cada grupo se dedicd una parte de los animales a la
valoracidn de la concentracién portal de aminoacidos

circulantes, en tanto que el resto de animales se utilizd
para la preparacion de membranas parcialmente purificadas de
higado, en las que posteriormente se realizaria el estudio de
todos l1o0s parametros cinéticos.

3.2.2. ANIMALES

Los animales utilizados para 1la presente experiencia
han sido ratas albinas hembras virgenes (Rattus
norvegicus) de la cepa Wistar. El peso de los animales
oscilabda en el inicio del estudio entre 180 y 200 g Durante
toda 1la experiencia los animales recibieron agua ad
libitum,.

Se formaron tres grupos de animales:

- CONTROL: Animales que recibieron comida ad 1ib
hasta el momento del sacrificio, gue siempre se
practicd en las 2 horas posteriores al inicio
del -ciclo de 1uz.

- AYUNO 24 h: Animales que estuvieron las 24 horas
anteriores al sacrificio con privacidén del alimento,
el sacrificio se realizd siempre en el mismo periodo
que los animales controles.

- AYUNO 48 h: Animales que durante un periodo de 48

horas no recibieron comida alguna, el proceso se
realizdé igual que en los casos anteriores.

3.2.3, OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS PORTALES

Tal y como se ha indicado en el apartado 3, 2.2. las
Mestras de sangre eran obtenidas antes de transcurridas dos
horas e} inicio del c¢iclo de 1luz, durante este periodo 1los
Animales eran anestesiados con una inyeccidén intraperitoneal
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de pentobarbital sdédico (50 mg/Kg rata). Una vez dormidos (5
a {0 minutos después de la administracidén) se procedia a
visualizar la vena porta del animal, desplegando el paquete
intestinal. ILa sangre se extraia c¢on una Jjeringa de 1 ml,
previamente heparinizada y seca (heparina Analema), con aguja
(ICO 16/5). Nunca se extraian mias de 0.5 ml de sangre por
animal y el proceso no duraba mis de 1 minuto, de esta manera
se evitaban los efectos relacionados con la pérdida de calor
en el peritoneo y la posible hipovolémia provocada por 1la
extraccion.

3.2.3. 1. Tratamiento de las muestras

Las muestras de sangre eran puestas en frio
inmediatamente después de la extraccidon., Del volumen extraido
por muestra se tomaban 300 ul y se desproteinizaban c¢on
la adicidén de 1200 ul de dcido Perclérico al 67, se
mezclaban y se c¢entrifugaban {0 minutos a &.000 rpm a
49c, El sobrenadante +transparente y limpio se recogia Yy
se congelaba a -40 ©°C para 1la valoracidn de aminoicidos.

¢
i

3.2.3.2. Determinacidn de los aminoicidos libres

Fundamento

El anidlisis de aminoacidos se ha realizado mediante el
método de autocanalisis, Esta +técnica se Dbhasa en una
Separacidén de los diferentes aminodcidoes ¥y una posterior
cuantificacisn. La separacidon de 1os diferentes aminoiacidos
se realiza mediante una resina de intercambio idénico
(catiénica) como fase estacionaria y su posterior elucidén con
un gradiente de pH (Morris y Morris, 1976). Cuando el pH del
tampsn corresponde al PH isoelé&ctrico del aminoacido, este es
arrastrado por el eluyente.

La deteccidén de 1los aminoidcidos eluidos se realiza
Meédiante wuna reaccidn con Ortoftaldehido (OPA) que da un
Compuesto fluorescente, detectable fluorimétricamente y que
Peérmite una gran sensibilidad (hasta 2 nmoles). '

Aparatos y Material

) El aparato era un Rank-Hilger dotado de los siguientes
Médulog:

- Unidad cromatografica CHROMASPEC S180 que separa los
diferentes aminoacidos mediante wuna c¢olumna de
intercanbio idnico,
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- Detector fluorimétrico FLUROIMETER Si43.

- Registrador CDS 111C que realiza la griafica de los
picos eluidos. »

- Integrador VARIAN CDS que mide las areas de los picos
y ror 1o tanto permite su cuantificaciodn.

Condiciones de trabajo

- Columna de acero inoxidable 136 de 350 mm de largo,
llena de una resina de poliestireno sulfonado (acido
fuerte) de 5-6  de diametro y cargada en forma
de Lit (Rank-Hilger).

- Soluciones amortiguadoras. Tampdn &cido I pH:=2, acido
citrico y <c¢loruro de litio. Tampdén acido II pH=2,
acido citrico, metanol y tiodiglicol para el lavado
de la c¢olumna durante los c¢inco primeros minutos.
Tampdédn basico DpH=12, acido citrico, hidrdéxido de
litio, &cido borico y EDTA.

- @Gradiente sigmoidal entre pH 2.5 y {2.

- Flujo: 215 l/min.

- Tiempo: 4 horas de elucidn.

- . Temperatura: controlada por termostato, 40°C de O
a 70 min. 60°C de 70 a 150 min. Yy 40°C de
i50 a 240 min.

- Volumen de la muestra inyectada: 75 ul.

Cuantificacisén

Para cuantificar 1la concentracién de aminoacido de las
Muestras se wutilizaban dos tipos de patrones: el patrdn
interno (norleucina, HNLE), que se afadia a cada muestra en
Una concentracisdn final conocida (50uM) (ya gque es un
aminoiacido que no se encuentra en muestras Dbioldégicas), y el
Patrén externo, gue es una combinacidn de 1los diferentes
aminoicidos en wuna concentracién conocida (en nuestro caso
S0uM) que se pasaba por el autoanalizador c¢como si se
tratase dge una muestra, cada 4-6 muestras experimentales, de
Mmodo que pPodiamos conocer la recuperacidén de cada aminoicido,
con  relacidn a 1la patron. Asi pues, para cada muestra
;nalizada teniamos el &Area del pico y 1la concentracién de
eéf"' Y el area del pico de los diferentes aminoacidos. De
Cada manera podiamos calcular una concentracién aparente para

4 aminoicido:
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Ca = area AAil/area HLE X concentracidén de NLE
Obviamente, esta concentacidn nada mas seria cierta si
1o0s diferentes aminoidcidos tuvieran la misma recuperacidn que
la HNLE. Para determinar cual es realmente esta recuperacidn
de cada aminoacido en relacién a la HLE se utilizd el patrdn
externo, aplicando la siguiente relacidn en cada caso:
Ri = (3area AAi/conc. AAi)/(area NLE/conc. NLE)
en el patroéon externo.

Ahora se puede calcular la concentracidon real de 1o0s
diferentes aminoadacidos haciendo:

Conc. real = Ca X Ri

Que posteriormente se corregia por 1los diferentes
factores de dilucidn utilizados.

3.2.4, OBTENCION Y CARACTERIZACION DE VESICULAS DE MEMBRANA
PLASMATICA

A las 24 y 48 horas de ayuno, asi como el dia elegido

Para las ratas control, se procedid al sacrificio de 1los

animales por decapitacidén antes de pasadas 2 horas del inicio

del ciclo de 1luz. Posteriormente se procedid a la extracciodon

gel higado y se siguilé la técnica descrita en los apartados
. 1.3,

3.2.4, ¢, Caracterizacidéon de las preparaciones

Una vez realizado el proceso de purificacién, se
congelaron las preparaciones, Yy posteriromente se procedid a
la caracterizacidon individual de 1las preparaciones de
Veésiculas de membrana plasmitica de higado, segin lo descrito
anteriormente, utilizando enzimas marcadores y valorando las
Proteinas de mebrana de cada preparacidn (ver apartados
3.1.4, a 3,1.4,2.5.). :

3.2.4. 2, Homogeneidad del grupo

De cada preparacién de vesicula de membrana plasmiatica
fe redlizd una prueba de transporte individual para verificar
r: homogeneidad de grupo, con el propdésito de poder después
esilizar las incubaciones en forma de un Gnico "pool", siendo
e € homogeneo y representativo de la situacién fisioldgica a

Studiar. Para ello se siguid lo anteriormente descrito en el
dPartado 3. 1.9. 1.
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3.2. 5. INCUBACIONES DE LAS PREPARACIONES VESICULADAS

Una vez realizada la caracterizacidén individual de cada
preparacién comprobindose la pureza y la recuperacidn de
membrana plasmitica en cada una de ellas, Yy habiéndose
verificado 1la homogeneidad en el transporte referido a 1la
cantidad de proteina de cada purificacidon segun los apartados
descritos anteriormente, se realizaron "pools" de 1las
muestras para su utilizacidén en las incubaciones.

Para estudiar la captacidén de Alanina de las vesiculas
de membrana plasmatica de higado, primeramente se realizaron
los correspondientes estudios de capacidad concentrativa en
presencia de Nat* o X*. Posteriormente se determinaron
los estudios cinéticos de cada grupo, y se calcularon 1los
rarametros cinéticos del transporte (Km y Vmax) para cada
caso. (ver apartados 3.1.8.1. y 3.1.9.5.).

[y

3.2.5.1. Sustituciédn del idn Nat por Lit

Se ha descrito con anterioridad que en el transporte de
alanina en c¢élulas animales es dependiente de sodio y gue
Puede ser mediado Dbasicamente por dos sistemas, A y ASC. Se
ha podido comprobar gque el sistema de +transporte descrito
como el sistema ASC puede permitir en parte la sustitucidn de
idn Na*t por el ién Li* como cotransportador
(Christensen y Handlogten, 1978), lo cual se puede utilizar
Para su separaciéon de la parte correspondiente del sistema A
que en el higado no admite dicha sustitucién.

Siguiendo el protocolo descrito en los apartados
3.1.8.1, a 3.41.8.1. 3. se utilizd la misma base de medios de
incubacisén cambiando unicamente 10s referentes a la
sustitucioén del 1ién, utilizidndose en su <caso Tiocianato
Litico (Fluka) 1 M.

3.2.5,2. Inhibiciones por diversos aminoacidos

Para la descripcidén de las caracteristicas del
tI‘ansporte, y la participacidon de los posibles distintos
Sistemas implicados en 1la captacién de Alanina por 1las
Vesiculas de membrana plasmitica, se realizaron diversas
inhibiciones por diferentes aminoacidos naturales b4
Sintéticos, para 1o cual se siguid el protocolo descrito en
€l apartado 3. 1. 10.

Las caracteristicas de cada incubaciédn, asi c¢omo 1la
Concentracién del aminoicido correspondiente se explican al
Ple de cada tabla, normalmente se utilizdé la c¢oncentracisén
del aminoicido inhibidor 20 veces superior a L-alanina, salvo
€n el caso de la L-leucina que fue de 10 mM.

74



3.2. 5. 3. Incubaciones en presencia de ~N-etilmaleimida (NEM)

Siguiendo 1o descrito por Chiles y Kilberg (1986) que
estudiaron 1la actividad del sistema A, bajo el efecto de
diversas moléculas con propiedad especifica para inhibir el
transporte, se realizd la incubacidén simultinea de L-alanina
con HNEM, que e€s una sustancia que reacciona ¢con 108 grupos
sulfidrilo del centro activo del transportador, de modo que
fue posible observar las diferencias que existian entre 1los
diversos grupos experimentales a este nivel. :

Basiandonos en los medios Dbase vy 10s protocolos
descritos con anterioridad (ver apartados 3.1.9. a 3.1.9.4.),
se realizaron incubaciones de L-alanina a la concentracidn de
0.25 mM en presencia de concentraciones crecientes de NEM (1,
2, 5 yv 10 mM). De esta manera se obtuvieron patrones de
inhibicidén distintos dependiendo de la concentracidén del
agente inhibidor en cada caso.

Con los resultados obtenidos en esta prueba se realizd
un analisis matemiatico de 1los resultados, calculindose 1la
Ki/a del inhibidor mediante 1la ayuda de un programa
computerizado.

Las caracteristicas de cada incubacidn, asi como las
concentraciones de ambas substancias se especifican en cada
tabla.

3.2,5. 4. Incubaciones en presencia de P-cloromercuribenzeno
sulfonato (PCMBS)

Aplicando el mismo concepto que en el apartado anterior
(3.2.5.3.) se realizaron incubaciones de L-alanina en
Presencia de un agente especifico inhibidor del transporte
Por wuna unién a 1los grupos sulfidrilos del c¢entro activo
(PCMBS). De esta manera se pudieron obtener diferentes curvas
de inhibicidn para cada grupo experimental. La concentracidn
utilizada en este caso de aminoiacido fue de 0.5 mM y las del
inhibidor fueron (0.1, 0.25, 0.5 y { mM).
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3.3. EXPERIENCIA 2

3. 3. 1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Dedbido a 1los resultados obtenidos en diferentes
trabajos realizados sobre la captacidon hepiatica de alanina
durante el periodo de gestacidon en la rata (Pastor-Anglada vy
col. 1987, Casado y col. 1987a), nos planteamos el estudio de
los cambios producidos en el transporte de alanina en
vesiculas de membrana plasmitica de higado de ratas gestantes
a término, para tratar de ver la importancia del transporte
en el incremento de captacidn hepatica de aminoacidos.

Se realizaron dos grupos experimentales, control (ratas
virgenes) y gestantes a término (21 dias de gestaciodon). Cada
vez gque se procedid a un proceso de purificacidon se
intercalaron animales control para que no hubieran problemas
derivados del método de purificacidn y que pudieran modificar
los resultados.

3.3.2. ANIMALES

Los animales utilizados para 1a presente experiencia
han sido ratas albinas hembras virgenes Yy gestantes de 21
dias (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar, El peso de
los animales al inicio del estudio era aproximadamente entre
180 y 200 g Durante toda 1la experiencia 1os animales
recibieron agua y comida ad 1libitum.

Se formaron dos grupos de animales:
- CONTROL: ratas hembras virgenes
- GESTANTES 21 dias: animales gestantes a término

El c¢ruce de las ratas hembras se realizé por la noche
Colocandose un macho en cada jaula. Al dia siguiente a
Primera hora de la maiana se comprobd por la técnica del
lavado vaginal, la fase del ciclo en la que se encontraba el
animal, Dicha técnica consiste en introducir una gota de
Salino en el interior de la vagina mediante una pipeta
Pasteur y recogiendo enseguida, con la misma pipeta, el
Cthtenido vaginal. La observacidn microscépica de este lavado
Permite determinar la fase del ciclo estral de la rata. La
Presencia de células de contornos irregulares, refringentes,
€scamosas y cornificadas, es indicativo de que el animal se
€ncuentra en estro. Al ser este animal solamente receptivo en
Este estado, la presencia de espermatozoides en el lavado
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vaginal durante esta fase estral indica que nos encontramos
en el inicio del periodo de gestacidn.

Una vez preinados los animales eran marcados, separados
del macho y puestos en jaulas individuales hasta el dia de su
sacrificio.

3.3.3. OBTEHCION DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA

El dia 21 de gestacidn para las hembras gestantes y el
dia elegido para las ratas control, se procedid al sacrificio
de los animales por decapitacidn antes de pasadas 2 horas el
inicio del c¢iclo de 1luz, Posteriormente se procedid a 1la
extraccion del higado de 1os animales y se siguié la técnica
descrita en el apartado 3. 1i. 3.

3.3,3.1. Caracterizacidén de las preparaciones

Después de cada proceso de purificacidn, se procedid a
la caracterizacidn 1individual de 1las preparaciones de
membrana pPlasmitica de higado, segin lo descrito
anteriormente, utilizando enzimas marcadores y valorando las
Proteinas de mebrana de cada preparacidén (ver apartados
3.1.4, a 3.1.4.2.5.).

3.3.3.2. Homogeneidad de grupo

Una vez caracterizadas las preparaciones de vesiculas y
Valorada la concentracidén de proteinas que contenia cada una

de ellas, se realizdé una prueba individual de captacién de
dlanina para verificar la homogeneidad en el transporte de
aminoicidos por todo el grupo experimental, con el propdsito
de poder después realizar las incubaciones en forma de
"pool", siendo este homogeneo Yy representativo de la

Situacién fisiolégica a estudiar. Para ello se siguié 1lo
Anteriormente descrito en el apartado 3.141.9.4.
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3. 3.4, INCUBACIONES DE LAS PREPARACIONES VESICULADAS

Después de comprobar para cada grupo experimental la
homogeneidad en el transporte de alanina y de caracterizar
las preparaciones de membrana vesiculada individualmente
valorando 1los enzimas marcadores, se realizaron 1los "pools"
de cada grupo. Las preparaciones eran guardadas y conservadas
a -40°C en congelador y momentos antes de cada incubacién
se descongelaban rapidamente y se mezclaban a partes iguales
las muestras utilizadas para la valoracidn.

Antes de realizar un estudio c¢inético del transporte de
alanina, se realizaba una prueba de captacidén del aminoacido
durante un periodo de tiempo (overshoot), de esta manera se
establecia un tiempo determinado para trabajar cercano a 1la
velocidad inicial del transportador (ver apartado 3.1, 8. {. a
3.1.8.1. 3.).

Una vez determinado el tiempo de trabajo (en nuestro

caso 10 segundos), se realizadban las pruebas de transporte
correspondientes a la captacidn de L-alanina dependiente de
la concentracioéon de substrato (cinética), de esta manera se

podian calcular 1los parametros cinéticos del transporte
de L-alanina dependiente de sodio, Km y Vmax (ver apartados
3.1.9. a 3.1.9.5.).
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3.4. EXPERIENCIA 3

3.4.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

En Dbase a los resultados descritos en estudios
recientes sobre 1la captacidon hepatica de aminoicidos In
vivo por el higado de rata lactante (Casado y col. 1987D),
nos planteamos realizar un estudio del transporte de alanina
en vesiculas prarciamente purificadas de higado de ratas
lactantes a mitad del periodo (15 dias).

En dicho estudio, se realizdé un estudio cinético del
transporte del aminoacido, asi como posteriores pruebas de
inhibiciones que pudieran explicar, al menos en parte, los
Posibles cambios encontrados durante este periodo.

3.4.,2. ANIMALES

Los animales utilizados para 1la presente experiencia
han sido ratas albinas hembras virgenes y lactantes de 15
dias (Rattus norveglicus) de 1la cepa Wwistar. El peso de
los animales oscilaba al inicio del estudic entre 180 y 200
g Durante toda la experiencia los animales recibieron agua ¥y
comida ad libitum.

Se formaron dos grupos de animales:

- CONTROL: ratas hembras virgenes de unas 8 semanas de
vida aproximadamente.

- LACTANTES: ratas madres lactantes de 15 dias, siempre
fueron rechazados los animales que
tuvieran menos de 6 crias por camada.

El c¢ruce de 10s animales utilizados para el grupo de
lactantes de 15 dias se realizd por la noche, colocandose un
macho en <cada jaula. Al dia siguiente se verificaron 1la
hembras gestantes, realizandose la técnica del lavado vaginal
(ver apartado 3.3.2. de la experiencia 2). '

El dia del parto, las 1ratas eran controladas
desechiandose 1las que poseian camadas de menos de 6 animales,
Una vez seleccionadas, sSe colocaban en jaulas con sus crias
hasta el dia de sacrificio.
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3.4, 3. OBTENCION DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA

El dia 15 de lactancia las ratas madres eran separadas
de su c¢amada Yy después de ser pesadas, se procedlid a su
sacrificio por decapitaciodon. Para la extraccidén del higado y
la posterior purificacion de las vesiculas de membrana
plasmatica se siguidé el protocolo descrito anteriormente (ver
apartado 3.1.3.).

3.4. 3.1, Caracterizacion de las preparaciones

Una vez realizado el proceso de purificacion las
muestras eran congeladas a -40°C y se marcaban Yy
distribuian segun el grupo experimental al gue pertenecian.
Cuando el nimero de purificaciones era suficiente se
realizaba la caracterizacidon de las preparaciones
valorando individualmente +todos 1los enzimas marcadores y la
concentracidn de proteinas de cada preparacion.
Posteriormente se calculaba para cada caso su recuperacién y
enrigquecimiento en 1los distintos enzimas marcadores de 1los
distintos tipos de membrana (ver apartados 3.4.4. a 3.4.5.).

3.4, 3.2. Homogeneidad de grupo

Basindonos en 1la captacidén de L-alanina por las
diferentes preparaciones de vesiculas de membrana plasmitica
de higado, establecimos el criterio de homogeneidad del grupo
€n 1o referente al proceso de purificacidéon y de +transporte.
Una vez comprobado que las diferentes purificaciones eran
Similares en sus niveles de enriquecimiento y de captacidn de
aminocacido, podiamos utilizar las preparaciones en forma de
"POol” para los experimentos posteriores.

3. 4.4, INCUBACIONES DE LAS PREPARACIONES VESICULADAS

Las preparaciones, que eran guardadas y conservadas a
-40°0¢ en congelador, se descongelaban rapidamente
Momentos antes de cada incubacién y se mezclaban a partes
lguales 1as diferentes purificaciones utilizadas para la
Valoracién.

Antes de realizar un estudio cinético del transporte de
alanina, se realizaba una prueba de captacioéon del aminoiacido
durante un periodo de tiempo determinado (overshoot), de esta
Manera se establecia un tiempo determinado para trabajar
Cercano a la velocidad 1inicial del +transportador (ver
apartado 3.1.8.1. a 3.1.8.1.3.).
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Una vez determinado el tiempo de trabajo (en nuestro

caso 10 segundos), se realizaban las pruebas de transporte
correspondientes a la captacidéon de L-alanina dependiente de
l1a concentracidn de substrato (cinética), de esta manera se

podian calcular 1los parametros c¢inéticos del +transporte
de L-alanina dependiente de sodio, Km ¥y Ymax (ver apartados
3.1.9. a 3.1.9.5.).

3.4.4, 1. Sustitucidn del idn Na' por Li*

Siguiendo 1o ya descrito en el apartado 3.2.5.1i., se
utilizd el cambio del idén en el cotransporte de L-alanina
para diferenciar la captacidn obtenida por los dos sistemas
implicados mayoritariamente en el transporte de este
aminoacido.

Se realizd segun el protocolo descrito en los apartados
3.1.8.1. a 3.1.8.1. 3., cambiando tnicamente el Tiocianato
sédico 1 M por Tiocianato 1litico i1 M, siendo utilizados en la
misma concentracidn todos los demis componentes del medio de
incubacisdn.

3.4.4, 2. Inhibiciones por diversos aminoacidos

Los sistemas de transporte, implicados mayoritariamente
€n el transporte de L-alanina al interior de las células, son
los denominados A y ASC, para poder determinar la proporcion
de ambos y los posibles cambios producidos en los parametros
Cinéticos, debidos a una variacion en sus proporciones o de
algin otro agente o sistema de transporte, se realizaron
diversas inhibiciones por aminoiacidos naturales y sintéticos
especificos de diferentes sistemas de transporte, para 1o
cual se siguidé el protocolo descrito en el apartado 3.1.10.

La concentracisn de cada aminoicido y las
Caracteristicas de cada incubacidn, se colocan al pie de cada
tabia, normalmente se utilizd en cada incubacién una

concentracién veinte veces superior de inhibidor que de
Substrato, salvo en el caso de la L-leucina (10 mM).
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3,4, 4, 3, Incubaciones con N-etilmaleimida (NEM) y PFP-cloromer-
curibenceno sulfonato.

Estas dos moléculas son unas substancias que se unen en
el centro activo del transportador y concretamente en sus
grupos SH, inhibiendo especificamente el transporte,
cualquier modificacidn del comportamiento en la captacidon del
aminoacido podria quedar reflejada en una diferente respuesta
al transporte cuando se colocan en el medio de 1incubacidn
cualquiera de estos dos compuestos ( Chiles y Kilberg, 1986).

Se realizaron incubaciones de vesiculas de 1los dos
grupos experimentales en presencia de HNEM b4 PCMBS,
utilizidndose para el estudio de 1a variacidén del transporte
diferentes concentraciones de ambos. NEM se utilizdéd a {, 2, 5
10 mM en el medio, y PCMBS a 0.1, 0. 25, 0.5 vy 1 mM La
concentracién de L-alanina en el medio fue de 0.25 mM.

Utilizando 1os medios base descritos en los apartados
3.4, 9, a 3.1.9. 4, se sustituyd parte del agua de 1la
incubacién c¢on el inhibidor, ajustandose en cada c¢caso 1la
osmolaridad.
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3.5. EXPERIENCIA 4

3.5.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

El objetivo de esta parte fue el estudiar de un modo
directo, los efectos provocados por diferentes hormonas Yy
factores sobre el +transporte de aminoacidos en vesiculas
parcialmente purificadas de membrana plasmatica de higado de
ratas. Se ha intentado relacionar los resultados con efectos
directos sobre la membrana como responsables de las
diferencias aparecidas en anteriores estudios de transporte.

Con el fin de obtener una visidn general en este
estudio se utilizaron bpreparaciones vesiculadas de ratas
control, de esta manera se evitaban las posibles
interfencias en el transporte debidas a 1os efectos de 1la
situacion fisioldogica en si misma.

En cada incubacidén se colocaban simultaneamente el
agente y el substrato, de manera que el efecto se producia de
una manera directa sobre la membrana en el momento gque era
aiadida al medio para iniciar la incubacidn.

3.5.2. ANIMALES

Para 1la presente experiencia se utilizaron ratas
annnas hembras virgenes (Rattus norveglicus) de 1la cepa
Wistar del estabulario de la Facultad de Biologia. El peso de
los animales del estudio osciliba entre 200 y 220 g. Durante
toda 1a experiencia los animales recibieron agua y comida
ad libitum.

3.5, 3. OBTENCION DE MEMBRANA PLASMATICA

Los animales se sacrificaron, antes de pasadas dos
horas del inicio del ciclo de luz, por decapitacidn, y se
Tealizé el proceso de obtencidén de membranas plasmaticas
Vesiculadas parcialmente purificadas de higado de rata, segan
€l protocolo descrito en el apartadoc 3. 1. 3.
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3.5. 3. 1. Caracterizacidon de las preparaciones

Las preparaciones se mantenian congeladas a -40°C.
Cuando se tuvieron suficientes purificaciones, se realizd la
caracterizacidon, para verificar gque el proceso de obtenciodon
de vesiculas de membrana funciondé correctamente y 1los niveles
de fraccidon de membranas contaminates fueran bajos Yy
similares a 1los anteriormente encontrados en los controles de
las demis experiencias,  Para la expresién del transporte se
valord 1la concentracién de proteinas en cada muestra (ver
apartados 3.4.4, a 3.1.4.2.5.).

3.5. 4, INCUBACIONES DE LAS PREPARACIONES VESICULADAS

3.5.4, 1. Homogeneidad de grupo

Al igual que en las anteriores experiencias se realizd
la comprobacion de la homogeneidad del grupo en el
transporte, para lo cual se siguid en protocolo descrito en
el apartado 3.1.9.1.

3.5.4, 2. Incubacién en presencia de hormonas y factores de
crecimieto

3.5.4,2. 1. Prueba de incubacidn a tiempos cortos

Para determinar, en un pricipio, las condiciones en las
que se iba a realizar el transporte y las hormonas gque se
Seleccionarian posteriormente para el estudio del efecto
directo sobre la membrana plasmitica, se efectuaron pruebas
Puntuales de captacidén de L-alanina en preparaciones de
vesiculas de membrana, sometidas a presencia en el medio de
Insulina, Glucagdén y Factor de crecimiento epidermal (EGF).

La concentracidn final, a la cual se sometieron las
Vesiculas, fue de 10 nM y se realizé la incubacién durante un
Periodo de tiempo de 10 segundos.

Las incubaciones se realizaron en un medio que contenia
Sodio en una concentracién de 100 mM (ver apartado
3-1.8.1.2). Se realizaron las pruebas de transporte basiandose
gni los protocolos descritos anteriormente (ver apartado
+ 1.9, 4,),
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3.5.4,2.2. Captacién de L-alanina en funcidn del tiempo
(overshoot)

Se realizaron pruebas de transporte (overshoot) de L-
alanina en presencia de hormonas durante un periodo de tiempo
determinado (ver apartados 3.1.8.1. a 3.1.8.1.3.). De 1los
resultados obtenidos anteriormente del apartado 3.65.4.2.1.,
se eligieron el Glucagdn como hormona y el EGF para efectuar
tres tipos de medida de transporte. El primero, medir 1la
captacidén de L-alanina por las vesiculas control, no
sometidas a efecto alguno, el segundo, una incubacidn
simultanea de estas vesiculas c¢on Glucagén 10 nM y el
tercero, mediante la adicidén al medio de incubacidén de EGF 10

nM.

3.5.4, 3. Relacidn dosis-efecto

Una vez estudiados los efectos directos producidos,
tanto por el Glucagén como por el EGF a (0 nM, sobre 1la
captacidén de L-alanina en membranas plasmaticas vesiculadas
de higado, nos propusimos el realizar l1la comprobacidén de que
S esta accidn era dependiente de la dosis que se estudiaba.

Se estudiaron diferentes dosis para los dos compuestos:

- Glucagoén: 0.4, i, 10 y 100 nM
- EGF: 0.1, i, 10 y 100 nM

La concentracion de L-alanina utilizada en las
incubaciones fue siempre de i mM.

3.5.4, 4, sustitucidn del idn Na* por Lit

Para 1a comprobacidon de que si el efecto que aparecia
€n las pruebas de transporte era realizado por una accidén
directa sobre el transportador, 0 se veia implicado en ello
Cualquiera de 1los posibles mediadores en el transporte de
Sodio a +traves de la membrana, se efectuaron pruebas de
transporte sustituyendo el ién sodio, como cotransportador en
€l medio, por litio. De esta manera se podia apreciar si el
€¢fecto provocado por EGF y glucagdn se modificaba, al menos
én parte, Yy si se podian obtener valores de captacidn de L-
alanina que nos dieran alguna informacidn.

Realizando 1o anteriormente descrito en los apartados
3.1.8, 1. a 3.1.8.1. 3., se efectuaron pruebas de captacidén de
I-'*alanina por las vesiculas, sometidas a una incubacidén
durante un periodo de tiempo de 30 minutos, tomando ‘las
Miestras a los tiempos descritos.
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La concentracidén en el medio final de tiocianato 1itico
fue de 100 mM, la de L-alanina de 1 mM y el Glucagdén y el EGF
se colocaron a un concentracidén de 10 nM.

Se realizaron diversas pruebas de transporte, dos (Na y
Li) para cada incubacidén (control, EGF, Glucagdn), de esta
manera. sSe obtuvieron seis curvas de captacion de aminoacido.

3.5. 4,5, Funionalidad de Na-XK ATPasa

Debido a 1los resultados obtenidos de las anteriores
pruebas y de los estudios realizados por Moule y McGivan
(1987) en hepatocitos aislados de rata, se nos planted 1la
necesidad de comprobar la funcionalidad de la Na-K ATPasa en
nuestras membranas vesiculadas.

Utilizando ©Ouabaina 2 mM como inhibidor especifico de
la Na-K ATPasa, se realizaron pruebas de captacidén de L-
alanina, en las que se podia estudiar la incorporacidén del
aminocacido al interior de las vesiculas, c¢on y sin Ouabaina
en el medio. Para 1o c¢ual se utilizdo el protocolo
anteriormente descrito (ver apartados 3.1.8.1. a 3.1.8.1.3.).

Las pruebas se realizaron en medios de incubacidén que
contenian Nat a una concentracién final de 100 mM. La
adicién del inhibidor fue simultinea a la de las fracciones
de membrana, no existiendo en ningidn caso una preincubacién
Previa a la adicién del amino&cido.

3.5.5, PRUEBAS CON OTROS AMINOACIDOS

Para 1a comprobacison de que si el efecto directo del
Glucagén y el EGF, sobre membranas plasmiticas vesiculadas de
higado, se ejercia sobre el +transporte de aminodcidos
dependientes de sodio, o si por el contrario, este era un
resultado de una accidén directa sobre el transportador, fuese
O no dependiente del ién para su cotransporte, nos propusimos
€l estudiar, si las diferencias encontradas en el transporte
de L-alanina, aminoacido utilizado normalmente como ejemplo
Clisico de dependencia al sodio, se mantenian en otros
aminoicidos de las mismas caracteristicas (glutamina), o si
Por el contrario se podian observar diferencias en la
Captacidn de leucina, amlnovacido utlizado como ejemplo de
transporte no dependiente de sodio.
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3.5.5.1, Captacioéon de glutamina

Se sabe que la glutamina en higado de rata se incorpora
a las células mayoritariamente por un sistema de +transporte
dependiente de sodio denominado como sistema N (Kilberg Yy
col., 1980). Posteriores estudios profundizaron mis en el
tema, trabajando 1la captacidén de Glutanina en vesiculas de
membrana plasmatica de higado de rata, realizando un anialisis
cinético del transporte y caracterizando en sus preparaciones
el sistema N (Jacob y col., 1986).

Para verificar si el efecto encontrado en el transporte
de L-alanina, después de que las vesiculas de membrana fuesen
sometidas a una accidn de Glucagdon y EGF, se repetia en 1la
captacidén de L-glutamina, se realizaron incubaciones tal y

como se indican en los apartados 3.14.8.1. a 3.1.8.14.3.,
utilizando 1os mismos medios de base, rero en lugar de
L-alanina i mM, se anadid L-glutamina i mM. Las

concentraciones de Glucagén y EGF fueron las descritas
anteriormente (apartado 3.5.4,2.2.).

Debido a que el transporte de Glutamina es muy rapido
(Casado y col., 1988) y que a tiempos muy cortos (5 segundos)
Ya se ha producido la miaxima captacidéon de aminoacido al
interior de las vesiculas, y utilizando el concepto de gque un
descenso de temperatura produce una ralentizacidn en el
transporte, realizamos diversas pruebas a dos temperaturas
diferentes para intentar estar lo mias cerca posible de una
situacién de velocidad inicial de captacisdn del aminoacido.

Se realizaron incubaciones -a 25°C, con 1lo cual
obteniamos la curva de captacién maxima de L-glutamina por
las vesiculas. Por otra parte se realizaron pruebas de
transporte a 1la temperatura de 159C, donde se intentd
conseguir wuna situacidéon de captacidn de aminoicido mas lenta
Para poder estudiar 1los posibles efectos provocados por los
diversos agentes en una situacién proéxima a la de velocidad
inicial del transporte de L-glutamina por el transportador.

3.5.5,2, Captacisn de leucina

La Leucina se incorpora mayoritariamente al interior de
las cé&lulas hepaticas por un sistema de transporte
independiente de sodio, denominado L, que se podria
Subdividir en dos componentes por su diferente afinidad
al aminoscido (Takadera y Mohri, 1983).
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Basandonos en este hecho y en el interés de poder
estudiar, si tanto Glucagdn como EGF, pudieran causar algan
efecto sobre 1la captacién de L-leucina por vesiculas de
membrana rlasmatica de higado de rata. Realizamos
incubaciones de nuestras preparaciones, a 25°C y en
presencia de ambos compuestos a una concentracién de 10 nM.

Para conseguir esta informacidén se realizaron pruebas
de +transporte como se indican en los apartados anteriores
(ver apartados 3.1.8.1. a 3.41.8.1.3.). Los medios eran los
descritos con anterioridad salvo en lo refentes al aminoidcido
que se sustituydé 1la L-alanina, por L-leucina {1 mM. La
captacion sélo se 1realizdé en presencia de sodio a una
concentracion final de 100 mM,

3.5.6. PRUEBAS CON AMILORIDA

Se ha descrito en repetidas ocasiones gue Amilorida
inhibe el antiporter Na-~-H en membranas de c&lulas
eucariotas. Para comprobar tal suceso sometimos nuestras
Preparaciones de membranas vesiculadas a diversas pruebas,
incubindolas en presencia de concentraciones crecientes de
amilorida (0.4, 1 ¥y 10 mM) con el fin de estadblecer una
relacidén dosis-efecto sobre el +transporte de L-alanina en
Preparaciones de ratas control. Basicamente se siguid el
Protocolo descrito en los apartados 3.1.8.1. a 3..8.1.3. El
inhibidor se afadié al medio de incubacién, ajustando en cada
caso 1la isoosmolaridad mediante sacarosa.

3.5.7. SUSTITUCION DEL ANION SCN~ POR SOy4°

La importancia del anisén en el +transporte de
aminoiacidos a través de membranas celulares ha sido descrita
€n varias ocasiones (Vifias, 1986; Dudeck y col.,, 1987).
Nosotros hemos utilizado wun anién 1ipéfilo para nuestros

€Xperimentos de transporte (SCN™), tal y como se describe
€N anteriores estudios (Pastor-Anglada y col, 1987; Quintana
Y col., 1988). Debido a la rapidez con la que se produce el

transporte mediado por este anidn y lo dificil que en
OCcasiones puede ser la obtencidn de resultados en un estado
de velocidad incial de captacién de substrato, realizamos
Pruebas de transporte con otro anién (SOy47) que
Producia wuna ralentizacién en la captacién maxima del
aminoicido (Sips y c¢ol.,, 1980a).
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3.5.7.1. Captacién de Alanina con NapSOy

Se realizaron pruebas de transporte de L-alanina en las
preparaciones de vesiculas sustituyendo el anién en el medio,
calculando previamente los desajustes de osmolaridad
producidos.

Siguiendo 1los protocolos descritos anteriormente en 1los
apartados 3.1.8.1. a 3.1.8.1.3. se prepararon los medios de
incubacién cambiando en el medio base el NaSCN 1 M por
NapsOy 0.5 M. El1 descenso de 1la molaridad es debido a
la existencia en su molécula de dos &atomos de sodio. Las
incubaciones se realizaron durante 30 minutos, hasta la
obtencién del equilibrio.

3.5.7. 2. Incubacidn en presencia de Glucagdn y EGF

Basandonos en 1o descrito en el apartado anterior
(3.5.6.14.), Yy eligiendo un punto préoximo a 1la velocidad
inicial del transporte de L-alanina al interior de vesiculas
de membrana plasmitica, se realizaron pruebas puntuales de
captacion del aminoacido a 10 segundos.

Se utilizé 1la +técnica descrita en 1los apartados
3.1, 8.1, a 3.1.8.1.3. La concentracidén de alanina fue de i
mM, la del Glucagdén y EGF era 10 nM.

3.5.7.3. Relacisn Dosis-Efecto

Al 1igual que lo ocurrido cuando se estudid los efectos
de Glucagén y EGF a 10 nM sobre el transporte de L-alanina en
nuestras preparaciones en un medio con NaSCH, nos propusimos
ver si esta accidn era dependiente de las dosis estudiadas
Para las dos hormonas, en un medio con sulfato séddico 50 mM.

Las dosis estudiadas fueron las mismas que las
descritas en el apartado 3.5.4. 3. En lineas generales se
Siguié el protocolo descrito en el apartado 3.1.8.1. pero

Unicamente para un tiempo de 10 segundos.

3.5.7.4, Captacién de glutamina y leucina

Al 1gual que 10 realizado con NaSCHN (ver apartados
3.5, 5, a 3.5.5.2.), se hicieron pruebas de transporte al
interior de membranas plasmaticas vesiculadas de higado, de
L-glutamina y L-leucina.

Se sometid a las vesiculas a una accién directa de
Glucagsen y EGF durante 10 segundos y se pard la incubacién
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pasado este tiempo (ver aparté.do 3.1.9.4.). En cada

aminoacido se realizdé un control de cada incubacidn. La
conncentracidn de ambos fue de {1 mM y la de EGF y Glucagdén de
10 nM. El NapS0y se mantuvo en las mismas

concentraciones que en las pruebas anteriores.

3.5.8. INHIBICION ESPECIFICA DEL Antiporter Na*-H* CON 5- (N, N-
HEXAMETILEN) AMILORIDA (HMA) -

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado

3.1.9.4. se realizaron incubaciones c¢on las preparaciones
vesiculadas, preincudando previamente las membranas con un
inhibidor especifico del antiporter Nat-H*t,

denominado 5-(N,N-hexametilen)amilorida (HMA) (cedido por
E.J. Cragoe) gque fue sintetizado a partir de amilorida, y gque
posee una Ki para el antiporter de 0.16 LM, La
preincudbacidn, durante 30 minutos, y la incubacidén, durante
10 segundos, se realizaron con el inhibidor a una
concentracion de 5 uM. Se efectuaron incubaciones, sin 1la
Presencia en el medio del inhibidor, para obtener el valor
basal del efecto hormonal en cada caso. La concentracion de
L-alanina fue de { mM y la temperatura de la incubacién de
259¢C, Las pruebas se realizaron en un medio gque contenia
NapS0Oy4 50 mM.
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4, RESULTADOS



4.1. EXPERIENCIA 1

4, 1.1, PESOS DE LOS ANIMALES, HIGADOS Y CONTENIDO EN
PROTEINAS '

En 1l1la tabla 4.14.14. se muestran los pesos de 1los
animales Yy de 1los higados de 1los distintos grupos
experimentales, control, ayuno 24 h y ayuno 48 h. Puede verse
un evidente descenso en el peso corporal, asi como en el
peso hepatico de 10os animales que han sido sometidos a un
ayuno progresivo hasta las 48 horas.

El contenido hepatico de proteinas por gramo de tejido
se vVvio alterado en los animales sometidos a ayuno (P>0,001 vy
P<0. 014, rara ayuno de 24 y 48 horas respectivamente), ver
tabla 4. 1.1, Por otra parte, cuando se calcula el contenido
de proteinas por higado total, no existen diferencias
significativas entre 1lo0os distintos grupos experimentales
debido al descenso del peso del higado en estos animales,

4,1.2. CONCENTRACION PORTAL DE AMINOACIDOS

La concentracién portal de aminoacidos de 1los tres
grupos experimentales estia expuesta en la tabla 4.1.2. Puede
verse como la concentracién de alanina portal desciende
Progresivamente ‘con el ayuno. Existe otro grupo de
aminoidcidos que mantienen su concentracidén portal durante las
Primeras 24 horas, produciéndose posteriormente un descenso
€n los niveles a las 48 horas de ayuno, este grupo consta de
Thr, Glu, Gln, Gly, Cit y Arsg.

Los demias aminoacidos presentan un comportamiento
distinto; mientras que algunos como Orn, Tyr, Ser ¥y Asp,
aumentaron sus concentraciones portales durante todo el
Periodo durante el cual se somete al animal al ayuno, los
demis presentaron pautas aleatorias y no se pueden aJjustar
estrictamente a ninguno de los anteriormente citados, ]
Simplemente, su concentracidén no se modificd durante todo el
Periodo de ayuno estudiado,

En nuestro estudio nos vamos a centrar en el
Comportamiento presentado por la alanina, que es uno de los
Principales precursores gluconeogenéticos, Y que como se ha
Méncionado anteriormente, varia su concentracidén disminuyendo
Progresivamente 1la cani.dad aferente al higado por la vena
Porta (tabla 4.1.2.).
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Tabla 4.1.1. - Pesos de 1os animales, higados y contenido en
proteinas de 1os grupos CONTROL, AYUNO 24 y 48

horas.
GRUPO peso animal peso higado proteinas
(8) (g) (mg/g teJ) (g/tej tot)
CONTROL (10) 206, 60 7. 64 176. 5 1. 35
+10. 13 0. 34 + 8.0 +0. 06
AYUNO 24 (10) 170. 20 6. 24 221.7 {. 38
+ 3.29 +0. 20 + 7.8 +0, 04
¥ % * % X %X
AYUNO 48 (5) 157. 50 5. 25 220. 3 1. 16
+ 5,49 +0, 08 +11. 4 +0, 06
t B ] N % » ®

T S e s e o e e e W e e S e G N R G W R T e M T S M T R e Mm e e MR e W wm W G mD T e W R AN M e e

() : N° de animales por grupo
* P<0O. 05

¥x  P<O, 01 vs grupo CONTROL
kxx P<O, 001
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Tabla 4.1.2.- Concentracion portal de aminoidcidos durante
todo el periodo estudiado. Los valores estan
expresados en pM.

GRUPO
Aminoacido CONTROL AYUNO 24 h AYUNO 48 h
Traw 349414 atases 304135
Asp 55, T+4. 8 49.9+4.0 90, T+7. 2
Thr 215+18 198+9. 3 117+13
Ser 159+6. 2 150+7. 8 196461
Asn 54, 2+4. 1 46, 8+2. 6 --
Glu 158+12 170+11 79. 1+14
Gln 454+29 489+44 273+21
Gly 245+5 221+13 176+27
Ala 587+11 37T0+114 228+18
Cit 120+2 105+10 29.145. 3
Cys 158+1 100+1 107+7
Ile 70.8+4. 7 87.345.5 79.9+5.2
Leu 11543 - 12648 111+1
Tyr 35.3+0. 7 47,141, 2 57.1+0. 9
Phe 50.3+1. 8 59. 0+4. 0 49, 2+2. 3
His 73.2+1.6 70, 8+4. 1 63. T+5. 9
drn 68.2+0. 6 T4, 046, 3 83.943.5
Lys 507+12 504+42 428+34
Arg 233+12 216+20 130+14
NO ge
animales 8 7 5
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4,1, 3. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS VESICULAS DE
MEMBRANA PLASMATICA. ENZIMAS MARCADORES.

En 1la tabla 4.1.3, pueden verse las recuperaciones vy
las actividades especificas relativas (enriquecimientos) de
los enzimas marcadores. La recuperacidon se da en porcentalje
de actividad respecto 1la gue bpresenta el homogenado. La
actividad especifica relativa es la relacién entre la
actividad del enzima marcador en la preparacién de membrana y
la actividad en el homogenado., Se observa un nivel de
contaminaciédén similar en todos los enzimas marcadores
utilizados rara la caracterizaciodon de las vesiculas

obtenidas (glucosa-6~fosfatasa, marcador de reticulo
endoplasmatico; B-N-acetil glucosaminidasa, microsomal;
citocromo oxidasa, mitocondrial). Tampoco existieron

diferencias en 1lo referente al nivel del enzima marcador de
membrana plasmatica (5’ Nucleotldasa), siendo de similares
valores en +todos los grupos experimentales, tanto c¢uando se
trata de los niveles de enriquecimiento como de sus
porcentajes de recuperacidn.

4.1.4. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS VESICULAS.

4.1,4,1, Forma y tamafio de las vesiculas

Como demuestran las fotografias ({ a 6 ) las
Purificaciones de membranas vesiculadas de higado de rata nos
Permiten obtener vesiculas de membrana esféricas y de un
didmetro mas o menos constante en cada una de ellas.

El diamétro obtenido de las vesiculas utllizadas para
las preparaciones de microscopia de barrido (fotos 4 a 6) nos
Permite calcular el volumen real de las mismas, siendo este
de aproximadamente 4.9 nl. Puede observarse que el tamafio de
€stas membranas vesiculadas es mayor gque el diimeiro de poro
del filtro utilizado (0.45 w) para las técnicas de
transporte, por 1o que valida totalmente el método de
Séparacidén de éstas de los tampones de trabajo.

4.1.4, 2, Respuesta a la Hiperosmolaridad

En 1la figura 4, 1.4, 2, pruede observarse como las
Veésiculas de membrana plasmitica de higado de rata obtenidas
€n nuestras preparaciones responden a un incremento
Progresivo de la osmolaridad del medio, reduciendo
Paulativamente la cantidad intravesicular de L-alanina en el
€quilibrio.
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En el equilidbrio las vesiculas de membrana muesiran una
baja adsorcisdon del aminoicido en su membrana, tal y como se
deduce de la extrapolacidén del valor de su volumen vesicular
a cero (osmolaridad tedrica infinita).

4,4, 4,3, Volumen vesicular aparente

Tal y como se ha visto en el apartado anterior,
cuando las vesiculas se incuban con medio de reaccidén en el
que se afnade substrato a una concentracidn conocida, durante

un espacio de tiempo suficiente (30 minutos), se obtiene el
valor del contenido intravesicular de aminoidcido en el
equilibrio. Aplicando 1la férmula del apartado 3.1.8.2., se

puede calcular el volumen vesicular aparente de las vesiculas
de membrana. En la tabla 4.1. 4, 3. se encuentran expuestos
estos volimenes; puede verse que no existen diferencias
significativas entre los distintos grupos experimentales, por
lo que en los experimentos de transporte que se han realizado
con ellas, no existen diferencias debidas a diferencia en su
volumen vesicular aparente.
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Tabla 4. 1. 3. - Recuperacion y enriquecimiento de 1los enzimas

Grupo

recuperacion
CONTROL
enriquecimiento

recuperacion
AYUNO 24 nh
enriquecimiento

recuperacion
AYUNO 48 h
enriqueciniento

marcadores en las preparaciones de membrana
plasmiatica de los animales CONTROL, AYUNO 24 ¥y
48 horas.

Enzima marcador

5’NHucleo- Glucosa-6- B-N-acetil Citocromo

tidasa fofatasa glucosaminidasa oxidasa
11.6+0. 8 2.1+0. 1 0. 35+0. 0.51+0. 4
7.9+1. 3 1. 4+0.2 0, 23+0. 0.29+0. 1
8.4+4.6 2. 7T+1. 4 0.37+0. 2 0.91+0. 3
5.9+0. 9 1. 7+0. 4 0. 30+0. ¢ 0.39+0. 1
9, 1+2. 3 1.7+0.5 0.97+0. 9 0.79+0. 6
5.7+0. 9 1. 3+0. 3 0.24+0. 1 0.31+0. 1

5’Nucleotidasa: membrana plasmiatica

Glucosa-6-fosfatasa: membrana reticulo endoplasmitico

B-N-acetil glucosaminidasa: membrana lisosomal

Citocromo oxidasa: membrana miticondrial
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Fig. 4.1.4.2.: Respuesta a la hiperosmolaridad de una preparacion de membranas
vesiculadas de higado de rata control
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La incubacién se realizé a una temperatura de 25°C
durante 30 minutos.
Para mias detalles ver apatado 3. 1. 8. 3.
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Tabla 4&4.1.4.3.- Volumen vesicular aparente de las
de membrana plasmitica de higados
CONTROLES, AYUNADAS 24 y 48 horas

GRUPO Volumen vesicular aparente
EXPERIMENTAL (nl/mg prot)
CONTROL (4) 246.6 + 17.6
AYUNADAS 24 h (4) 221.6 + 30.4
AYUNADAS 48 h (4) 237.3 + 21.9

e o n — an Gn . - - - - - S e Em S En . - w . - —-——

() : NO de determinaciones

.

vesiculas

de ratas

La incubacidn se realizdé a una temperatura de 25°C durante un
tiempo de 30 minutos en un medio en presencia de sodio a una

concentracién de {00 mM.
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4,1.5. CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DEL TIEMPO.
"OVERSHOOT"

En 1a figura 4.1.65. pueden observarse 10s resultados
de 1o0s distintos experimentos de transporte realizados con
las vesiculas de membrana obtenidas de los diversos grupos
experimentales, los resultados estan expresados en pmol
Ala/ug de _prot.

Puede verse como las captaciones de L-alanina de los
grupos control y ayuno de 24 horas muestran un patrén similar
de transporte sodio dependiente, siendo la captacién mixima
de aproximadamente 3.5 veces superior, a 1los 15 segundos, del
valor de 1la incubacidén realizada en ausencia de sodio para
este aminocacido (0.6 pmol Ala/pg prot 15s). Por otra
rarte, el grupo de ayuno 48 horas tiene una captacion mayor
que los anteriores, de aproximadamente 5.5 veces el valor del
transporte en ausencia de HNa' en el medio de incubacidn
(1.0 pmol Ala/pg de prot i5s).

4.1.6, CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION.
CINETICA.

4.1.6. 1. Cilculo de los parametros cinéticos

La captacién de alanina por las vesiculas de membrana
€n ausencia de sodio (medio con KSCHN), medida a 1los {0
Ssegundos de 1incubacidén, incrementd 1linealmente c¢con las
concentraciones de aminoacido. Esta captacion pPuede
asimilarse a una difusién simple porgue no se saturd en todo
el rango de concentraciones ensayadas. Los coeficientes de
difusién de 1la tasa de transporte fueron de 0.09+0.04,
0.10+0.04 y 0.10+0.0¢ tos~! por g de proteina para
las preparaciones de controles, ayunadas 24 y 48 horas
respectivamente.

Cuando se realizaron incubaciones con concentraciones
crecientes de L-alanina, en un medio con NaSCN 100 mM, a un
tiempo de 10 segundos, tiempo cercano al intérvalo de
Velocidad inicial (ver figura 4.1.5.), se obtiene diferentes
comportamientos entre los grupos experimentales.

En 1la figura 4.1.6. se muestra la linearizacidén por
Eadie-Hofstee de 1los datos obtenidos para el transporte
dependiente de sodio correspondiente a las preparaciones de
Membrana vesiculada de cada grupo experimental. Ay
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En 1a tabla 4.1.6, 1. pueden verse los valores de 1los
diversos parameiros cinéticos deducidos de la linearizacion
anterior. Existe un descenso en el valor de Km en el grupo de
ayuno de 24 horas (P<0.01) con respecto al grupo de animales
control, mientras que el valor de la Vmax se mantiene
inalterado. En 10s parametros cinéticos del grupo de animales
ayunados 48 horas se ve como existe un descenso en la KXm vy
la Vmax (P<0.01i) con respecto a los resultados obtenidos por
el grupo control.

En 10s resultados de 1o0s cialculos realizados en 1las
expresiones de los parametros cinéticos (pmol Ala/g higado,
rmol Ala/higado total o prmol Ala/100 g peso corporal) se
puede observar que existe un descenso, en estos 1indices de
utilizacion de alanina, en 1los dos grupos de ayuno c¢on
respecto a los datos obtenidos por el grupo control. Este
descenso es explicado por el peso del higado que es menor en
estos dos grupos Yy por el peso de 1los animales gque decrece
progresivamente durante el periodo de ayuno sometido a 1los
animales.

4,1,6.2. Relacidn entre la concentracidn portal de alanina y
la Km del transporte

En 1la figura 4.1.6. 2. puede verse representada 1la
correlacion encontrada entre las diversas concentraciones de
alanina portal en los grupos experimentales estudiados y el
valor encontrado de Km para su transporte en las
Preparaciones de vesiculas de membranas pPlasmiaticas
Parcialmente purificadas de higado de ratas. El coeficiente
de correlacién obtenido fue de 0.9998, este resultado muestra
una relacién directa entre la hipoalaninemia portal y el
dumento de la afinidad para este aminoiacid¢ por parte de 1l1los
Sistemas de transporte hepiticos responsables de su
captacién.

4.1.7. SUSTITUCION DEL ION Na‘* POR Lit

Los resultados de la sustitucidén de sodio por litio en
€l medio de incubacidén pueden verse en la tabla 4.1.7.. No se
Observaron diferencias significativas en las tasas de
tI‘ansporte encontradas en 1os grupos experimentales {Control
Y Ayuno 48 horas), siendo la captacidén de L-alanina muy
Similar en ambos, cuando s& calcula durante el intérvalo de
tlempo cercano a la velocidad inicial de transporte.
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Fig. 4.1.5.: Captacion de L-alanina en funcion del tiempo por las preparaciones de

membranas vesiculadas de higado de rata.
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Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3. 1.8.1.
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Fig. 4.1.6.: Cinética del transporte dependiente de sodio de L-alanina en vesiculas de
membrana plasmatica de higado de rata. Linearizacion de Eadie-Hofstee.
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Tabla 4.1.6.1. - Parametros cinéticos de 1la captacién de
Alanina por vesiculas de membrana plasmatica
de higado de ratas CONTROLES y AYUNADAS 24 y
48 horas.

o~

Parametro CONTROL (5) AYUNO 24 nh (5) AYUNO 48 h (5)

Vmax

(pmol/10s ug prot) 1. 86+0. 06 1.69+0. 10 1.10+0. 10

* %

(pmol/min g higado) 0. 36+0. 01t 0.31+0.02 0.27+0. 03
* * %

(umol/min hig tot) 2, 76+0, 07 1. 96+0. 114 1. 4140, 13

% % % % % %

(pmol/min 100g PC) 1. 3440, 03 1. 15+0, 07 0. 90+0, 08
* *

Km (mM) 2. 3240, 08 1.60+0. 16 1. 16+0. 26
* % * %

R An e WD e e e An WA AR i WS R WL mm W S M MR M ME ER e W TE G e M W A W A i Em e P Tm Em W N EE M WD W e WA G e G WA e e mm e e W

{ ) : N2 de determinaciones

x P<0. 05
¥x P<O, 0t

vs CONTROL

¥%x P<0. 001
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Fig. 4.1.6.2.: Relacion entre la Km para el transporte de flanina en vesiculas de
membrana plasmdtica de higado de rata y la concentracion de Alanina portal para los
distintos grupos experimentales
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4,1, 8. INCUBACIONES CON DIVERSOS INHIBIDORES

4.1.8.1. Aminoacidos

En las tablas 4.1.8.1.a. Y b pueden verse los
resultados obtenidos al introducir diversos aminoacidos en
el medio de incubacidon con la intencidn de inhibir 1los
sistemas de +transporte responsables de 1la captacidédn de
L-alanina en las diversas preparaciones de vesiculas de
membrana plasmitica.

No se observaron diferencias apreciables en el
transporte efectuado por las vesiculas, del grupo de ayuno
de 48 horas respecto al grupo control, a las concentraciones
de 0.5 y 1.0 mM de L-alanina, sometidas a la inhibicidn por
Metilaminoisobutirico {(MeAIB 20 mM), que se utilizd para
discernir entre los dos sistemas encargados mayoritariamente
del +transporte de alanina al interior de las células (A Y
ASC) (ver tabla 4.1.8.1.a.). Por otra parte el comportamiento
presentado por el perfil de inhibicidén de 1las vesiculas
sometidas a la presencia de diversos aminoacidos, L-pro, L-
gln, I.-leu y L-cys se muestra diferente, dependiendo de 1la
duracidén del ayuno (tabla 4.,1.8.1.b.). Puede observarse como
exXiste un incremento progresivo en la inhibicidn ejercida
bor L-prolina siendo estadisticamente significativo (P<0. 01)
en el grupo de ayuno de 48 h. Las inhibiciones realizadas con
L-cys muestran como la captacidn, resistente al inhibidor, de
L-ala no se ve afectada por el ayuno. Las pruebas efectuadas
con L-gln muestran que la inhibicidédn encontrada en el grupo
de ayuno de 24 h es similar que 1la del grupo control,
mientras que, a las 48 horas de ayuno, la captacidon de L-
alanina es mayor en presencia del inhibidor (P<0.001). La
inhibicidén ejercida por L-leu en los dos grupos de ayuno (24
Y 48 h) fue inferior que la que presentd el grupo control
(P<0, 001). LL.a concentracidén de L-alanina fue, en todos 1os
casos, de 1 mM y la de los inhibidores fue de 20 mM, salvo
én el caso de L-leucina en el gque fue de 10 mM.

4.1,8.2. Efecto inhibidor de agentes modificadores de grupos
~-SH de proteinas

4.1.8.2.1. N-etilmaleimida (NEM)

En la figura 4.1.8.2.1. se observan las curvas de
inhibicidén encontradas en los diversos grupos experimentales
Cuando se estudia la captacidén de L-alanina (0.25 mM) en
iresencia de NEM a diversas concentraciones crecientes (1,2,5

10 mM).
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Tabla 4.1.7.- Efecto de la sustitucidén del ién Nat por
Li* en el medio de incubacién.

7 Inhibicidn

tiempo (s) CONTROL (4) AYUNO 48 h (4)
5 21.60+5. 86 31.80+4.70
io 35.23+5. 67 40, 62+3. 17

15 35.60+7.78 25. T1+1. 42

Para mas detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8.1.

T En - am e . - - e Mn .  — — AR WD WS AR R e S W D EE EE S R e W e G G W M W W G S G GE s G MR e m e e . . e e e

Tabla 4.1.8.1.a.- Inhibicidén del +transporte de L-alanina
dependiente de sodio en vesiculas de
membrana plasmitica por Metilaminoiso-
butirico (MeAIB 20 mM).

L-ala 0.5 mM 1.0 mM
CONTROL 62.6+2. 2 56.1+3.0
AYUNO 48 h 63. 4+4. 6 52.5+0. 1

Los resultados estan expresados en porcentaje de

inhibicién respecto a la captacién total de L-alanina.

La incubacisn se realizé a una temperatura de 25°C durante un
Periodo de 10 s.

Para mis detalles de la incubacién ver apartado 3.1. 9.
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Tabla 4.1.8.1.b.- Inhibiciones del transporte de L-alanina
dependiente de sodio al interior de
vesiculas de membrana plasmiatica por
distintos aminoacidos.

SITUACION FISIOLOGICA

Inhibidor CONTROL AYUNO 24 h AYUNO 48 h

L-Pro 54.4+4, 5 65. 2+4. 9 T4, 8+0, 8
* %

L-Cys T2. 6+2. 9 72.9+4. 9 72.6+2. 4

L-Gln 64, 8+0. 2 66.6+2. T 40, 4+3. 8
X%

L-Leu 33.7+2. 9 16.7+4. 8 15. 8+1. 4

* % % % % %

% P<O,0d

xx%x P<O. 001 vs CONTROL

Los resultados estan expresados en porcentaje de

inhibicién respecto a la captacidén total de L-alanina.

La incubacién se realizd a una temperatura de 25°C durante un
Periodo de 10 s.

Para mis detalles de la incubacién ver apartado 3.1.10.

<
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LLas curvas de transporte resistente a 1la inhibicidn
presentadas por las diversas preparaciones de membrana
plasmatica presentan perfil diferente entre ellas, siendo
mayor la 1inhibicidn a medida que aumenta la duracidon del
ayuno, a la concentracion de L-alanina estudiada .

4,1.8.2.2. Cialculo de la Ki/a para el NEM., Relacidn con
la Km del transporte.

De 10s resultados obtenidos en 1las inhibiciones del
transporte de L-alanina a 0.25 mM por NEM a las
concentraciones de 4§, 2, 5 y 10 mM en 1los diversos grupos
grupos experimentales, se obtuvieron unos valores de Ky, p
concretos del inhibidor para cada preparacidén de vesiculas de
membrana parcialmente purificada (figura 4.1.8.2.2.).

En la figura 4.1.8.2.2. se representa la relacidn entre
las diferentes K;,» encontradas en 1los diversos grupos Yy
las Xm para el transporte de L-alanina obtenidas en 1los
experimentos de <cinética de las diversas situaciones
experimentales estudiadas. Se calculd el coeficiente de
correlacién resunitante de esta relacidén siendo de 0.98,
sugiriendo este resultado una alta relacidn entre el descenso
de Km para el transporte y el descenso de Ky,p Para el
efecto inhibidor del HNEM. ~

4,4.8.2.3. P-cloromercuribenceno sulfonato (PCMBS)

La inhibicidn realizada por PCMBS a concentraciones
Crecientes en el medio de incubacidéon (0.1, 0.25, 0.5 ¥y 1 mM)
a la c¢oncentracidéon de L-alanina estudiada (0.5 mM) resultd
ser diferencial dependiendo del origen de las preparaciones
de membranas vesiculadas. Tal y como se muestra en la figura
4,1.8.2.3., el perfil de las curvas calculadas del transporte
de L-alanina resistente a la presencia del inhibidor es
distinto y la inhibicidén se muestra mis eficaz aumentando la
duracién del ayuno.

4.1.8.2.4, Calculo de la K(,p para el PCHMBS. Relacidn con
la Xm del transporte.

Los valores de Ki/a para el efecto inhibidor por

PCMBS en 1los distintos grupos experimentales se muestra en 1la
tabla de 1a figura 4.1.8.2.4.
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En 1la figura 4.1.8.2.4. se puede observar 1la relacidén
entre las diferentes Ky/p encontradas en las distintas
situaciones fisioldgicas estudiadas b'4 la Km para el
transporte de L-alanina en las mismas vesiculas de membrana
plasmatica. Se calculd el coeficiente de correlacién entre
los dos parametros resultando de un 0.99.



Fig. 4.1.8.2.1.: Efecto de N-etilmaleinida (NEM) sobre la captacion de L-alanina B.2§ mlt
por vesiculas de membrana plasmatica de higado de ratas control y ayunadas 24 y 48 horas.
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La incubacidén se realizé a 25°C durante un periodo de 10s
(Para mas detalles ver apartado 3.2.5.3.).

Los resultados estan expresados en forma de porcentaje de

transporte resistente a la inhibicidn por el NEM a las
concentraciones descritas anteriormente.
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Fig. 4.1.8.2.2.: Relacidn entre la ¥m del transporte y la K1/2 del NEM para la captacidn
de Alanina por preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de higado de ratas
control y ayunadas 24 y 48 horas.
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GRUPO Km Ki/a
CONTROL 2. 32 8. 56
AYUNO 24 h 1. 60 3. 59
AYUNO 48 h 1. 16 2. 57
r = 0,975
Yy = 0.819 + 0,178 x
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Fig. 4.1.8.2.3.: Efecto de P—cloronercuribenceno sulfonato (PCHBS) sobre la captacidn de
l-alanina 8.5 m por vesiculas de membrana plasmitica de higado de ratas control y
ayunadas 24 y 48 horas.
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La incubacidén se realizé a 25°C durante un periodo de 10s
(Para mias detalles ver apartado 3.2.5.4.).

Los resultados estian expresados en forma de porcentaje de
transporte resistente a la inhibicidn por el PCHMBS a las
Concentraciones descritas anteriormente,.



Fig. 4.1.8.2.4.: Relacion entre la Km del transporie y la X1/2 del PCMBS para la
captacion de Alanina por preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de higado de
ratas control y ayunadas 24 y 48 horas.
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4.2. EXPERIENCIA 2

4,2.1. PESOS DE LOS ANIMALES, HIGADOS Y CONTENIDO EN
PROTEINAS

Los animales virgenes y gestantes de 21 dias tenian un
peso en el momento del sacrificio de 188 + 4 g y 362 + 11 g
respectivamente. El peso de los higados de 1los animales
control fue de 6.9 + 0.4 g y de 14.3 + 0.8 g para 1los
animales gestantes.

; El contenido de proteinas totales de los higados de los
animales gestantes (2.71 g/hig tot) fue superior al de 1los
controles (1. 35 g/hig tot), dicho contenido puede ser
explicado debido al incremento de masa hepatica de estos
animales durante la gestacion. La concentracioéon de proteinas
por gramo de tejido fue similar en ambos grupos
experimentales siendo de O,1820.01 y 0.19+0.01 g/g tejido
para virgenes y gestantes respectivamente.

4,2.2. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS VESICULAS

La recuperacidén y 1la actividad especifica relativa
(enriquecimiento) de los enzimas marcadores se muestran en la
tabla 4, 2. 2. La recuperacién se da en porcetaje de actividad
en el homogenado. La actividad especifica relativa es 1la
relacién entre 1la actividad del enzima marcador en 1la
Preparacion de membrana vesiculada y su actividad en el
homogenado.

Puede observarse como se recuperd mis cantidad de
actividad 5’ Nucleotidasa en las preparaciones de animales
gestantes que en las de l0s animales control. Sin embargo,
las actividades especificas relativas fueron similares en
ambos grupos experimentales. Este resultado indica que aunque
Se obtuvo mas actividad enzimatica de los higados de ratas
gestantes, el nivel de purificacidén fue similar (entre 8 y 9
veces).

Las actividades de 10os demis enzimas marcadores - se
€ncuentran expuestos en la tabla 4. 2.2. Y pruede verse que
. Tfueron de similar magnitud en los dos grupos experimentales
éstudiados.
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TABLA 4.2, 2.

Enzima

Recuperacidon y enriquecimiento de los enzimas
marcadores en las preparaciones de membranas
plasmaticas vesiculadas de ratas virgenes Yy
gestantes de 21 dias.

Situacién fisioldgica

marcador virgenes gestantes 21 dias

recuperacién enriqueciniento recuperacion enriqueciniento
5’Nucleotidasa 14 + 1 8 + 1 20 + 2 9 + 1

% %

Glucosa-6-
fosfatasa 2.1+0. 06 0. 9+0. 07 2.1+0. 3 1.4+40. 16
B-N-acetil :
glucosaminidasa 0.3+0, 13 0.2+0. 05 0. 6+0. 05 0. 340, 03

Citocromo oxidasa 0.5+0.13 0. 340, 04 0.7+0. 16 0. 3+0, 04

- R S Em WA M MR R W MR Ee M MR e am W G e e W T T e WS P e G WS M mm W B e G WS GE Em Wm W W em e W e
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4,2.3. CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DEL TIEMPO.
OVERSHOOT

Cuando se realiza el estudio de la captacidén de L-
alanina en funcidén del tiempo a una concentracidn del
aminoacido de 1 mM, se obtienen unas curvas de captacion que
estan represantadas en la figura 4.2. 3.

Puede  verse como el transporte independiente de sodio
en las preparaciones de membranas vesiculadas de ambos grupos
experimentales no presentd diferencias durante todo el
periodo de tiempo estudiado.

Cuando se calculd el transporte de aminoacido
dependiente de sodio al interior de las vesiculas en funcidén
del +tiempo, se pudo observar gque el grupo de animales
gestantes captd mas cantidad de aminoacido por wpg de
proteina en tiempos cortos, alrededor de unas 5 veces 1la
cantidad retenida en ausencia de gradiente de Nat* a los
15 segundos, mientras que el valor obtenido para 1los animales
virgenes fue de de unas 3.5 veces aproximadamente. Los
valores de captacidén 'de aminoidcido para 1los dos grupos
experimentales en ausencia del gradiente de sodio (medio con
KSCHN) fue similar durante +todo el periodo de tiempo
estudiado.

4,.2.4, CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION.
CINETICA

El +transporte en ausencia de sodio (medio con KSCHN),
realizado a wun tiempo de 10 s, cercano al intérvalo de
velocidad inicial, incrementd linearmente con las
concentraciones de alanina. La captaciéon de aminoacido se
observd como una difusidén simple porgue no se saturdé en todo
el rango de concentraciones ensayadas. Los coeficientes de
difusién de la tasa de transporte fueron de 0.09 + 0.008 Yy
0.08 + 0.002 tos-4 por ng de proteina para las
Preparaciones de virgenes Y gestantes de 21 dias
respectivamente.

4, 2.4, 4, Cialculo de los parametros cinéticos

Cuando la componente de difusidén fue sustraida de la
medida de transporte, a 1los 10 segundos, en presencia de
Na* en el medio, se obtuvo una componesxie saturable
dependiente de sodio. Los parametros cinéticos resultantes se
muestran en la tabla 4.2.4.1i.a. Dichos parametros fueron
Calculados a partir de la linearizacion de Eadie-Hosftee de
los datos experimentales (figura 4.2.4.1.).



Fig. 4.2.3.: Captacion de L-alanina en funcidn del tiempo por las preparaciones de
membrana plasmitica vesiculada de higado de ratas Virgenes y Gestantes de 21 dias.

09: m

n -

0.7 1

0.64

051
pmol Ala/ug prot
0.4

0.3+

/ \ @ Virgenes Na
¢ °

O Virgenes K

B Gestantes Na

e

O Gestantes K

4

02,
0.11

| Ea:E%__——~¢3-==~___________E%

0 10 20 30 40 50 60
tiempo (s)

Para mas detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8.1.
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Fig. 4.2.4.1.: Cinética del transporte dependiente de sodio de L-alanina en vesiculas de
membrana plasmatica de higade de rata. Linearizacion de Eadie-Hofstee.
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Para mas detalles de la incubacidn ver apartado 3.1.9.
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TABLA 4.2.4.1. a. Parametros c¢inéticos del +transporte de
Alanina al interior de las vesiculas de
membrana plasmatica de higado de ratas
virgenes y gestantes de 21 dias.

Parametro

- o o > - - - - - - - - e -

vmax
(pmol/10s pug proteina)

(umol/min g higado)
(umol/min higado total)

(kmol/min 100 g peso
corporal)

Km (mM)

SITUACION FISIOLOGICA

virgenes (5) gestantes 21 dias (5)
1. 740. 04 2.0+0. 06
]
0. 34+0. 01 0. 38+0. 01
*
2. 4+0. 06 5.5+0,13
L E.R.]
1.2+0. 03 1.5+0. 03
¥ %
2. 3+0. 14 1. 8+0. 15

( )¢ NO de determinaciones

X P<0. 05

% x P<0. 0t vs VIRGENES

* % % P<0. 0014
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La gestacién induce un ligero incremento (P<0.05) en la
capacidad de captacién de L-alanina al interior de las
vesiculas (Vmax), sin provocar cambios significativos en la
afinidad por dicho aminocdcido (Km del transporte).

El +transporte dependiente de sodio de L-alanina en el
rango de concentraciones fisioldgicas del aminocacido (0. 1 a
2 mM) fue superior en las preparaciones vesiculadas de las
ratas gestantes respecto a las ratas control en +todos 1los
puntos estudiados (ver tabla 4.2.4,1.Db.).

En 1la tabla &4.2.4.1. a. se exponen los resultados
obtenidos en los indices de captacién hepitica calculados a
partir de la recuperacion de S5’Nucleotidasa (enzima marcador
de membrana plasmatica). Cuando se c¢alculd 1la capacidad
hepatica +total para transportar L-alanina se vio dque esta
incrementada dos veces (P<0.001i) sobre los animales control,.
Este aumento se mantiene significativo cuando los datos son
expresados por gramo de tejido (P<0.05) o por 100 g de Dpeso
corporal (P<0.01).

4, 2. 4, 2. Indice de captacidn de Alanina

En 1la tabla 4.2.4.2. se muestran 1los resultados
obtenidos al calcular los indices de captacion de Alanina en
el rango de concentraciones fisioldégicas cuando se tiene en
cuenta 1la recuperacidén y actividad del enzima marcador de
membrana plasmitica (5°nucleotidasa).

Puede observarse como existe un incremento notable en
los valores obtenidos para el grupo de animales gestantes de
21 dias cuando lo comparamos con el grupo control, tanto si
los resultados se expresan por higado total como por 100 g de
bPeso corporal.

122



TABLA 4.2.4.1.Db. Captacion de L-alanina dependiente de sodio

en las preparaciones de membranas
vesiculadas en el rango de concentraciones
fisioldgicas.

concentracién L-alanina (mM)

0.1 0. 25 0.5 i 2
Virgenes T2+14 203+9 291+21 555+13 TO06+61
Gestantes 21 dias 120+6 264+13 390+12 655+28 1067+10
* % * * ] * %

Las tasas de transporte estian expresadas c¢omo Ppmoles de
L-alanina/i10s por ug de proteina.
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TABLA 4.2.4.2. Indices de captacion hepriatica de Alanina en
aminales gestantes de 21 dias.

concentracidéon L-alanina (mM)

0.1 0. 25 0.5 1 2
VIRGENES
nmoles/10s
higado total 107+2 302+13 432+31 824+19 1049+91
100 g peso
corporal 52+1 146+6 209+15 399+9 508+44
GESTANTES
nmoles/190s
higado total 325+16 715+35 1057+32 1775476 2891+27
XN ’xx L NN ,xx AN
100 g peso
Corporal g0+5 197+10 292+21 490+21 798+8
» ¥ ] » % * * %
X P<0. 05

%  P<O. 01 vs VIRGENES
¥xx P<O, 001
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4. 3. EXPERIENCIA 3

4, 3.1, PESOS DE LOS ANIMALES, HIGADOS Y CONTENIDO EN
PROTEINAS

Los pesos de los animales utilizados para este estudio
fueron de 206 + 6 g para los animales control y de 263 + 3 g
para las madres lactantes de 15 dias. El peso de la masa
hepatica de los animales durante 1la lactancia esta
incrementado con respecto al de 10s animales virgenes, aungque
disminuye en relacion al periodo de gestacion (ver apartado
4,2.1.), siendo de 7.6 + 0.4 g y de i2.1 + 0.6 g para el
grupo control y de animales lactantes respectivamente,.

La concentracion de proteinas hepaticas por gramo de
tejido fue similar en ambos grupos experimentales, siendo de
0.176+0.01 y 0.189+0.01 g/g tejido, para 1los grupos de
virgenes Yy lactantes respectivamente. La cantidad total de
Proteinas hepaticas se muestra superior en 10s animales
lactantes de 15 dias (2.29 g/hig tot) frente al valor de 1los
controles (i.34 g/hig tot), esto es debido al incremento de
la masa del higado en estos animales.

4,3, 2. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS VESICULAS DE
MEMBRANA PLASMATICA. ENZIMAS MARCADORES

En la tabla 4. 3. 2. puede observarse la recuperacidén vy
la actividad especifica relativa (enriquecimiento) de 1los
eénzimas marcadores de las distintas fracciones de membrana
no plasmitica que pudieran contaminar nuestras preparaciones.
Las actividades de los enzimas marcadores fueron de similar
magnitud en 1los dos grupos experimentales. La actividad
especifica relativa Y la recuperacidén obtenidas para el
€nzima marcador de membrana plasmiatica (5’ nucleotidasa)
también fueron similares en ambos grupos no existiendo
diferencias significativas entre sus valores.

4. 3. 3. CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DEL TIEMPO.
OVERSHOOT

En 1la figura 4. 3. 3. puede verse el estudio realizado
Sobre 1la captacidén de L-alanina en las preparaciones de
Mmembranas vesiculadas de higado de ratas controles Y
Madres lactantes de 15 dfas, cuando se someten a un gradiente
de L-alanina { mM, en presencia y en ausencia de un gradiente
So0dio en el medio.
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TABLA 4. 3. 2. Recureracion y enriquecimiento de los enzimas
marcadores en las preparaciones de membranas
plasmiaticas vesiculadas de ratas virgenes Yy
lactantes de 15 dias.

Enzima Situacidon fisioldgica

marcador virgenes (10) lactantes 15 dias (5)
recuperacion enriquecimiento recuperacion enriqueciniento

5’Nucleotidasa 11 + 1 8 + 1 7 + 3 11 + ¢

Glucosa-6-

fosfatasa 2.1+0. 06 1.4+0,02 1.0+0. 5 1.5+0. 2

B-N-acetil

glucosaminidasa C.3+0. 13 0. 24+0. 05 0. 1+0. 05 0.2+0. 03

Citocromo oxidasa 0.540. 13 0. 3+0, 05 0. 1+0. 05 0.2+0. 04

WO wm e e e e R W™ MR G e S EE W W G WD W M M G R M M G W e R e M mm wm R W e e W mE D A AL e G . S WD W S e e -

( ): NO de determinaciones
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El transporte de L-alanina al interior de las vesiculas
fue dependiente de sodio en ambos casos, mientras durdé el
gradiente inicial de dicho ién, siendo diferencial
dependiendo del origen de 1las vesiculas estudiadas. La
capacidad concentractiva de las vesiculas de 1los -animales
lactantes fue superior a la de los animales virgenes, siendo
de aproximadamente unas 5.5 y 3.5 veces mis que la captacién
de L-alanina, en ausencia de Na* a los 15 segundos, para
los animales lactantes y virgenes respectivamente.

Cuando se estudid el +transporte de L-alanina al
interior de las vesiculas en ausencia de Nat en el medio
(sustitucidén por K*), se obtuvo que los dos grupos
experimentales +transportan 1la misma cantidad de aminoacido
por upg de proteina. Este transporte no se observdé que
fuera dependiente del gradiente del 1o6n, y se mantuvo sobre
los mismos niveles de captacién durante todo el periodo de
tiempo estudiado. Al final de dicho periodo (30 minutos) se
observd un equilibrio entre la captacién de aminoacido en
pPresencia Y en ausencia de sodio en ambos grupos
experimentales, siendo ademas el valor final similar en todos
los casos, dicho resultado sugliere gque el volumen vesicular
de las preparaciones de ambos grupos experimentales es muy
Parecido por 1o que las captaciones encontradas no
dependieron de diferencias en el espacio intravesicular
disponible, que fue de 209.2+34 y 203.6+2.5 nl/mg prot para
virgenes y madres lactantes de 15 dias respectivamente,

4, 3,4, CAPTACION DE L-ALANINA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION.
CINETICA

Cuando se estudia el +transporte de L-alanina a un
tiempo cercano a la velocidad inicial (10 s), se observa como
€n ausencia de gradiente de sodio la captacion de aminoacido
aumenta 1linealmente, dependiendo de 1la concentracién de L-
alanina en el medio. La captacién de L-alanina se observd
como un fendmeno de difusidén simple debido a gque no se
encontrdé saturacién en todo el rango de concentraciones
eéstudiado. Los coeficientes de difusidn de 1las tasas de
transporte fueron de 009 + 00t y 0.07 + 0.0t 10s™! por
g de proteina para las preparaciones de virgenes Yy
madres lactantes de 15 dias respectivamente,

4.3.4.4., Calculo de los parameiros cinéticos

Cuando se realizaron las incubaciones con
concentraciones <c¢recientes de L-alanina en el medio, en
Presencia de gradiente de sodio, Se obtuvieron unas tasas de
transporte que sustraidas del componente de difusion
€ncontrado, nos mostraron 1la existencia de un componente
dependiente de sodio y saturable, Los parametros c¢inéticos
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resultantes de este c¢cialculo se encuentran en 1la tabla
4, 3. 4. 1. Dichos parametros fueron calculados mediante 1la
linearizacidon de Eadie-Hosftee a partir de 1los datos
experimentales (figura 4.3.4.1.).

La lactancia induce un descenso en la capacidad de
captacién de L-alanina al interior de las vesiculas (Vmax)
(P<0. 01), que a su vez se ve compensado por un aumento de
afinidad de los transportadores por dicho aminoacido, ya que
la Xm desciende significativamente (P<0.001).

Cuando a partir de los datos de Vmax (pmol Ala/i0s por
LE de proteina) Y de la recuperacison b4 actividad
especifica del enzima marcador de membrana plasmatica (5’
nucleotidasa), se calculd la captaciéon hepatica de alanina
por gramo de higado y por higado total, se vidé que estaba
incrementada significativamente respecto a la obtenida en el
grupo de las hembras virgenes. Al calcular la capacidad por
100 g de peso corporal se observa gue no se modificaba en el
grupo de 1los animales lactantes con respecto al grupo control
(ver tabla 4.3.1.4.). ‘

4, 3.4, 2. Indice de captacidon de Alanina

En 1la tabla 4, 3.4.2. se exponen 1los resultados
obtenidos cuando se calculan los indices de captacidn de
alanina en el rango de concentraciones fisioldégicas en 1las
Preparaciones estudiadas, teniéndose en cuenta la
recuperacién y actividad del enzima marcador de membrana
Plasmitica (5’nucleotidasa).

Se observa que existe un aumento notable en los indices
de captacidén calculados para el grupo de madres lactantes de
15 dias cuando 1o comparamos con los valores del grupo
control, tanto si se expresan por higado total como por 100
gramos de peso corporal.

4,3,5. SUSTITUCION DEL ION Na‘* POR Li*t

Cuando en el medio de incubacidn las vesiculas se
Ssometieron a un cambio de idén para el estudio del transporte
resistente al mismo, se obtuvo que las preparaciones de
vesiculas de membrana de los animales lactantes tenian una
menor resistencia a la sustitucidon del sodio por el 1litio que
la de 1los animales control, en tiempos cercanos a 1la
velocidad 1inicial (tabla 4. 3.5.).
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Fig. 4.3.3.: Captacidon de L-alanina en funcion del tiempo por las preparaciones de
membrana plasmatica vesiculada de higado de rata.
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Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8.1.
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Fig. 4.3.4.1.: Cinética del transporte dependiente de sodio de L-alanina en vesiculas de
membrana plasmatica de higado de rata. Linearizacion de Eadie-Hofstee.
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Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3.1, 9.
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TABLA 4. 3. 4. 1. Parametros cinéticos del +transporte de
Alanina al interior de las vesiculas.

SITUACION FISIOLOGICA

Parametro virgenes (5) lactantes 185 dias (5)
Vmax
(pmol/10s g proteina) 1. 8+0. 04 1. 3+0. 05
% %
(umol/min g higado) 0. 34+0, 01 0. 25+0. 04
* %
(pmol/min higado) 2.6+0, 07 3. 0+0. 12

*

(umol/min {00 g peso

corporal) 1. 3+0. 03 1.2+0. 04
Km (mM) 2,340, 14 1.2+0. 15
. % % %

- o . mn - — - SR e M W W EE WG S T W W MR WD e WP T we M R WD WD W ST MR W B Gm e e S am AR W M em T W MR S M S EE we G TR P W e e

{ ): NO© de determinaciones

* P<0. 05
xx  P<O0. 01 vs VIRGEHNES

xxx P<O, 0014
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TABLA 4. 3.4, 2.

VIRGENES
nmoles/10s
higado total

100 g peso
corporal

LACTANTES
nmoles/10s
higado total

100 g peso
corporal

Indices de

madres lactantes de {5 dias.

concentracion L-alanina (mM)

'captacién hepatica de Alanina en

. - — - W AR D W S OB MR M YR MR N W M W M N S R M W M N W W M W W R e W e A

0.5 1
432431 824+19
209+15 399+9
798463  1161+53
¥ * %
303+24 441420

1049+91

508+44

1808+116
o ¥

687+44
% %

. .- - - - . - D e W G e . W S Em . ——— - —

Tabla 4.3.65. -

tiempo (s)

- - -

10

15

0.1 0. 25
107+2 302+13
52+1 146+6
250+7 509+31¢

* ¥ X L X.4
95+3 193+12

% %X *

Efecto de

la sustitucidén del 1ién Nat

Lit* en el medio de incubacidn.

Z INHIBICION

VIRGENES (4)

- v - -

21. 60+5. 86
34, 95+4., 12

35, 60+7. 78

{ ): NO de determinaciones

por

LACTANTES 15 dias (4)

—— . - . " —— . . -

40. 51+4. 27
46, 54+1. 54

39. 15+1. 90

*

*

Para detalles de la incubacién ver apartado 3.1.8, 1.

T M R - S W AR M G W ST WE WA D M W S ST N B SR M R R MG S mR S W W TS M W e S B G S MR SN M G e SR e W

* P<0. 05
X % P<0O. 04
Xxx P<O. 0014

vs VIRGENES
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4, 3, 6. INCUBACIONES CON DIVERSOS INHIBIDORES

4, 3.6, 1. Aminoadcidos

En 1la tabla 4. 3.6.14. se muestran 1os resultados
obtenidos al someter el transporte de L-alanina (i mM) de las
vesiculas de las preparaciones de 10s animales virgenes y las
madres lactantes de 15 dias a una inhibicidén por diversos
aminoiacidos (L-pro, L-gln, L-leu y L-cys). La concentraciodon
de estos aminodcidos en el medio de incubacion fue de 20 mM,
salvo en el caso de L-leucina que se fue de {0 mM.

Se observd que la captacién de L-alanina de las
preparaciones de animales lactantes eran menos resistentes a
1a inhibicidn por HMeAlIB (20mM), -anidlogo de aminoidcido
utilizado para discernir entre 1los dos sistemas mayoritarios
de transporte de Alanina (A y ASC). De esta misma manera, se
observd que 1la inhibicidén por L-Pro, aminodcido natural
especifico del sistema A, fue mas ‘efectiva en las
preparaciones de 10s animales lactantes. Se observdé dque
existia un cambio de comportamiento en 1a captacion de
alanina por 1las vesiculas de lactantes para todos 1los
inibidores provados, excepto para el caso de la L-glutamina.

4,3.6.2. Efecto inhibidor de agentes modificadores de grupos
~-SH de proteinas

4,3.6.2.1., N-etilmaleimida (NEM)

El efecto encontrado al someter el transporte de
L-alanina a una inhibicidén por NEM se observa en la figura
4,3.6.2. 1, La concentracion de L-alanina utilizada fue de
0.25 mM, siendo la del inhibidor de {, 2, 5 y {0 mM.

Se observa un perfil diferente de inhibicidén entre los
dos grupos experimentales, siendoc de una importancia mayor 1la
inhibicidon provocada en el grupo de animales lactantes.

El valor de KXy/p encontrado a partir de Ilos
resultados obtenidos por 1la inhibicidn por NEM, para ambos
grupos experimentales, difiere considerablemente, siendo de
8.245 mM para el grupo de virgenes y de 5699 mM para el de
madres lactantes de 15 dias.
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Tabla 4.3.6.1. - Inhibicidn por distintos aminodcidos de 1la
captacién de L-alanina por vesiculas de
membrana plasmitica de higado de ratas
virgenes y madres lactantes de 15 dias.

Situacidon fisioldgica

Inhibidor VIRGENES LACTANTES 15 dias
MeAIB 56.1+3.0 83.9+1. 7
* %
L-Pro 51.4+4.5 80. 3+2. 1
X %
L-Cys 72.6+3. 0 81.8+1.3
*
L-G1ln 64, 840. 2 65.5+41. 7
L-Leu 33.7+2. 9 7.1+40. 7
%N
x P<0. 05
* % P<0. 01 vs VIRGENES

%% % P<0. 001

Los resultados estin expresados en porcentaje de inhibicidn
respecto a la captacidon total de L-alanina.

La incubacidén se realizd a 25°C durante un periodo de 10 s

Para mas detalles de la incubacidén ver apartado 3. 1. 0.
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Fig. 4.3.6.2.1.: Efecto de N-etilmaleimida (NEM) sobre la captacion de L-alanina 8.25 mM
por vesiculas de membrana plasmitica de higado de ratas Virgenes y madres Lactantes de 15
dias.
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La incubacién se realizé a 25°C durante un periodo de 10s
{para mis detalles ver apartado 3.2.5.3.).

Los resultados estan expresados en forma de porcentaje de
transporte resistente a 1la inhibicidén por el NEM a las
concentraciones descritas anteriormente.

VIRGENES LACTANTES
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4,3.6.2.2. P-cloromercuribenceno sulfonato (PCMBS)

Las incubaciones realizadas c¢con las preparaciones
vesiculadas en presencia de PCMBS en el medio, a unas
concentraciones crecientes (0.1, 0. 25, 0.5y 1 mM) y a una
concentracién de L-~alanina de 0.25 mM, resultaron ser
diferenciales dependiendo del origen de 1la preparacion
utilizada. Se observd una menor resistencia a la inhibicién
por las -wvesiculas de 10s animales lactantes que queda
reflejada en 1los perfiles representados en 1a figura
4, 3.6, 2. 2.

De 1los valores obtenidos en las curvas obtenidas de
transporte residual tras la inhibicidn por PCMBS, se
calcularon 1los valores de Ky/p de este inhibidor para
cada situacidén fisioldgica, siendo de 0625 mM y 0.364 mM
para animales virgenes y lactantes respectivamente.
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Fig. 4.3.6.2.2.: Efecto de P-cloromercuribenceno sulfonato (PCMBS) sobre la captacidn de
L-alanina 8.25 uM por vesiculas de membrana plasmitica de higado de ratas Virgenes y
madres Lactantes de 15 dias.
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La incubacidén se realizé a 25°C durante un periodo de 10s
(para mis detalles ver apartado 3.2.5.3.).

Los resultados estian expresados en forma de porcentaje de
transporte resistente a la inhibicidén por el PCMBS a las
toncentraciones descritas anteriormente.

VIRGENES LACTANTES
Ki/a 0. 628 0. 364
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4.4. EXPERIENCIA 4

4,4.1, INCUBACION EN PRESENCIA DE HORMONAS Y FACTORES DE
CRECIMIENTO

Los resultados descritos a c¢ontinuaciodon, son 1los
obtenidos cuando las preparaciones de membrana plasmitica
vesiculada de higado de ratas controles, se vieron sometidas
a una accidon directa de hormonas y factores de crecimiento,
para estudiar el transporte de L-alanina a una concentracién
de 1 mM en el medio de incubacion.

4. 4,1.41. Incubacidon a tiempos cortos

En 1la tabla 4.4,14.1. se describen 1los resultados
obtenidos en una prueba preliminar realizada para l1a
obtencidon de informacidon concreta sobre el posible efecto de
la accidn hormonal directa, a una concentracidén de 10 nM,
sobre la captacidon de alanina.

Puede obhservarse gque de las dos hormonas y el factor de
crecimiento elegidos (Glucagdn, Insulina b'4 Factor de
Crecimiento Epidermal "EGF"), 8610 el Glucagdn y EGF ejercen
una inhibicidén del transporte de L-alanina en las
Preparaciones estudiadas en nuestras condiciones
experimentales. Este efecto se evidencidéo en tan sélo 10
segundos de incubacidén, sobre el transporte dependiente de
sodioc. HNo se modificd la captacidon sometida a una difusion
pasiva cuando se sustituyd el Na* por K* en el medio.

4.4, 1, 2. Captacién de L-alanina en funcion del tiempo.
Oovershoot

En 1la figura 4.4.1.2. se representan las curvas de
captacidén de L-alanina por las preparaciones de vesiculas en
funcidn del +tiempo en presencia de un gradiente de sodio
(NasSCN 100 mM).

Puede verse que existe un rapido transporte de
aminoacido al interior de las vesiculas. Dicho transporte se
ve alterado de distintas maneras dependiendo de 1a hormona
utilizada para el estudio en la incubacidn.

Tanto el Glucagdén como el EGF (Factor de c¢recimiento
épidermal), a una concentracién de 10 nM, Provocaron una
inhibicidén significativa en la capacidad concentrativa de L-
alanina; este efecto se mantuvo durante toda la incubacién en
el caso del Glucagdén; sin embargo el efecto del EGF se disipd
con el tiempo no siendo tan efectivo como el anterior.
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4. 4, 1.3, Relacidn Dosis-Efecto

, En un punto cercano a la velocidad inicial del
transporte Yy que ademis pudlieran ser valorados los efectos
de las hormonas (10 s), se realizaron incubaciones con
concentraciones crecientes de estas en el medio de incubacion
(0. 1, i, 10, 100 nM), las curvas dosis-efecto de dichas
pruebas estan representadas en la figura 4.4.1. 3.

Puede observarse como el Glucagdn es mucho mis efectivo
en su Iinhibicidn sobre el transporte dependiente de s0dio
(NaSCN 100 mM) que el EGF, puesto que ya se observa la accidn
del Glucagdén a una concentracidén de 0.1 nM, mientras que el
EGF no inhibe hasta 10 nM en el medio.

4, 4, 1.4, Sustitucidn del ién Nat por Lit

En la figura 4. 4. 1. 4, se muestran 10s resultados de la
captaciéon de L-alanina por las preparaciones de membrana
vesiculada de higado de rata, sometidas a una accidén directa
de Glucagén y EGF a una concentracison de 10 nH, cuando en el
medio de incubacidn se sustituydé el gradiente de sodio por
uno de 1litio a la misma concentracion.

Las curvas obtenidas en funcién del tiempo son
diferentes dependiendo del tipo de +tratamiento realizado.
Cuando se c¢omparan 1los resultados obtenidos en dichas
Incubaciones con los datos en presencia de sodio, puede verse
que el 1itio disminuye el valor de la captacidén de aminoacido
efectuada por las vesiculas de membrana plasmitica. El
Glucagdn mantiene su efecto inhibidor después del cambio
Producido, mientras que el EGF no parace ejercer ningan tipo
de modificacidén sobre el transporte de L-alanina durante todo
el periodo de tiempo estudiado,

4,4, 2, FUNCIONALIDAD DE LA Na-K ATPasa

Los resultados obtenidos después de efectuar unas
pPruebas de captacidn de L-alanina en preparaciones de
vesiculas sometidas, a la accidén de Ouabaina 2 mM en el medio
de incubacidn, se encuentran representados en la figura
4,4, 2,

Puede observarse c¢omo la adicién de Quabaina 2 mM en el
medio de incubacidén no provocdé cambio alguno en la tasa de
¢aptacidon de aminoidcido por las vesiculas. Este resultado
demuestra que la bomba Na-K ATPasica no es funcional en este
tipo de preparaciones, puesto que la adicidn de su inhibidor
especifico no afecta a la captacidn de aminoidcido, que estia
intimamente relacionada c¢on el gradiente de sodio en el
medio.
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Na*t

Tabla 4.4.1.1.-

Efecto directo, a corto plazo, de EGF,
Glucagdn e Insulina sobre la captacidn de
L-alanina dependiente de sodio en
preparaciones de membranas vesiculadas de
higado de rata.

CONTROL INSULINA GLUCAGON EGF
Na*t 0. 686 0. 693 0. 621 0. 636
+0, 005 +0.012 +0. 007 +0.013

»* % E 3
Kt 0. 101 0. 102 0. 107 0. 117
+0, 0114 +0. 004 +0. 005 +0, 005
dep 0. 585 0. 590 0.514 0.519
+0, 008 +0. 009 +0. 004 +0, 011

* * E B

- n am e e D ER e e S e e e e e e e SR YR R em M TR SR T S e e e e em e m mn -

¥ P< 0.04 vs CONTROL

Los resultados se expresan en pmoles ala/pug 10s

La incubacidn se realizd durante 10s a una temperatura de 25°C

La concentracidn

de L-alanina fue de imM, las hormonas se
utilizaron a 10 nM.

Para mas detalles de 1la incubacién ver apartado 3.1.9.
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Fig. 4.4.1.2.: Captacion de L-alanina por vesiculas de membrana plasmitica de higado de
rata control. (Para mis detalles de la incubacion ver apartado 3.1.8.1.)
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* P<0O,05
%% P<0, 0f VS CONTROL

La incubacién se realizd a 25°C en un medio que contenia
NasSCN 100 mM

La concentracidén de L-alanina fue de { mM.
Glucagdén y EGF 10 nM,
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Fig. 4.4.1.3.: Dosis-Respuesta de la inhibicién por Glucagdn y EGF de la captacion de L-
alanina por vesiculas de membrana plasmitica.
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La incubacidén se realizdé a 25°C durante un periodo de 10s
en un medio con NasSCH 100 mM.

La concentracidén de L-alanina fue de { mM.

Para mas detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.9. 4.
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Fig. 4.4.1.4.: Captacion de L-alanina por vesiculas de membrana plasmitica de higado de
rata. Efecto de la sustitucion del SODIO por LITIO en el medio de incubacion.
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*%k%k P<0, 001

La incubacidén se realizd a 25°C en un medio que contenia
LiSCH 100 mM.

La concentracidén de L-alanina fue de 1 mM.
Glucagdén y EGF {0 nM.

Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3. 1. 8. 1{.

142



Fig. 4.4.2.: Efecto de Ouabaina 2 wl sobre la captacion de L-alanina 1 =M por vesiculas
de membrana plasmatica de higado de rata.
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La incubacién se realizd a 25°C en um medio que contenia
NaSCN 100 mM.

Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8. 1.
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4.4, 3. PRUEBAS CON OTROS AMINOACIDOS

4.4,3.1. Captacién de Glutamina

En 1la figura 4.4.3.41i.a y b se pueden observar 1los
resultados obtenidos cuando se estudid el transporte
dependiente de sodio de L-glutamina a imM al interior de 1las
vesiculas de membrana plasmiatica.

La captacion de L-glutamina por vesiculas de membrana
prlasmitica de higado de rata se realizé a dos temperaturas,
debido a la rapidez con la que se efectuaba el transporte a
la temperatura inicial de 25°C. Las pruebas realizadas a
25°C (figura 4.4.,3.1.a.) muestran como solo exXisten
diferencias significativas en 1las incubaciones realizadas con
Glucagdén y a un tiempo lejanc de 1la velocidad 1inicial del
transporte (60 s). Cuando 1las vesiculas se incuban a
15°C, 1la velocidad de transporte es m&As lenta y puede
observarse como durante un periodo de tiempo cercano a la
velocidad inicial, el Glucagon inhibe ligeramente el
transporte del aminoacido (figura 4.4.3.1.b.). En ninguno de
los dos casos EGF eJjercid efecto inhibidor,

4,4, 3. 2. Captacidn de Leucina

Los resultados obtenidos en la incubacidén de L-leucina
1 mM, en presencia y ausencia de Glucagdén y EGF 10 nM, se
encuentran expuestos en la figura 4. 4. 3. 2.

Puede observarse que tanto el Glucagdén como el EGF a
10 nM no causaron efectos de ningGn tipo sobre el transporte
de L-leucina en las preparaciones de vesiculas de membrana en
un medio conteniendo NaSCN 100 mM.

4. 4,4, PRUEBAS CON AMILORIDA

Las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica
de higado de rata incubadas con diferentes concentraciones de
Amilorida (0. i, i y 10 mM) presenteron distinto grado de
Inhibicidén dependiendo de la dosis utilizada, mostrandose en
todos 1los casos una clara relacién dosis-efecto, Puede
observarse que en condiciones préximas a velocidad inicial la
concentracién inhibitoria 50 (CIS50) es la correspondiente a
1 mM. Los resultados de estas incubacior.e~ se encuentran en
la figura 4. 4. 4.
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4, 4,5, SUSTITUCION DEL ANION SCN~ POR SOg4°

Los resultados gque se exponen a2 continuacién son 1los
obtenidos en las incubaciones de las preparaciones de
membranas plasmiaticas vesiculadas de nhigado de rata,
sometidas al efecto directo de Glucagdén y EGF, cambiando el
anién del medio de incubacién, sustituyendo HNaSCN 100 mM por
NapSOy 50 mM.

4. 4,5, 4, Captacion de L-alanina

El transporte de L-alanina a una concentracion de { mM
se encuentra representado en la figura 4.4.5.1. Puede
observarse que hasta los de 30 segundos se mantiene una tasa
de transporte lineal en estas preparaciones a la temperatura
de 25°cC.

4, 4,5,1. 1. Incubacidédn en presencia de Glucagdn y EGF

Cuando se someten las preparaciones de vesiculas al
efecto directo de EGF y Glucagédn, a una c¢oncentracion de
10 n¥M, por un periodo de 10 segundos (velocidad inicial), se
observa que existe una inhibicidén del transporte de L-alanina
en ambos casos, con respecto al grupo control, En la tabla
4. 4,5,1.1. se observan 1o0s resultados obtenidos en esta serie
de experiencias.

4, 4,5, 1.2. Relacidn Dosis-Efecto

En 1la figura 4.4.5.1.2. pueden verse los resultados
obtenidos al realizar incubaciones de L-alanina { mM en las
Preparaciones de membranas vesliculadas, durante 10 segundos,
en presencia de concentraciones crecientes de Glucagdén y EGF
(0. &, 1, 10, 100 nM) en el medio de incubacidén. Ademias se
incluye un punto en el que se observan los efectos combinados
de 1as dos hormonas a 10 nM. Puede observarse que al igual
que 1lo ocurrido en las pruebas realizadas c¢on NaSCH, el
Glucagdon se mostrd mis efectivo que el EGF a dosis mas bajas.

Cuando se somete 1la captacidn de alanina por las
vesiculas de membrana al efecto c¢ombinado de 1las dos
hormonas a 10 nM, el valor observado de la inhibicién
efectuada no resultd ser aditivo de los efectos de las dos
hormonas por separado.
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Fig. 4.4.3.1.a.: Captacion de L-glutamina 1 w1 por vesiculas de membrana plasmitica de
higado de rata. Efecto de Glucagdn y EGF 18 nMf a la temperatura de 25 C.
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Fig. 4.4.3.1.Db.: Captacion de L-qutamina 1 mil por vesiculas de membrana plasmatica de
higado de rata. Efecto de Glucagon y EGF 18 aH a la temperatura de 15 C.
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Fig. 4.4.3.2.: Captacion de L-leucina en funcion del tiempo por vesiculas de membrana
plasmitica de higado de rata. Efecto de EGF y Glucagdn.
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La incubacién se realizd a 25°C en un medio que contenia

NaSCN 100 mM.

La concentracién de L-leucina fue de i1 mM.

Glucagdn y EGF {0 nM.

Para mis detalles de la incubacién ver apartado 3. 4. 8. 1.
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Fig. 4.4.4.: Efecto de Amilorida sobre la captacion de L-alanina 1 mM por vesiculas de

membrana plasmatica de higado de rata.
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Para mis detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8. 1.
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Fig. 4.4.5.1.: Captacion de L-alanina 1 wff en funcion del tiempo por vesiculas de
membrana plasmitica de higado de rata. La concentracion de Na2504 en el medio era de 58
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La incubacién se realizé a 25°C,

Para mas detalles de la incubacidén ver apartado 3.1.8.1.
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Tabla 4,4.5.1.1, - Porcentaje de inhibicidén por Glucagon y EGF
(10 nM) de l1a captacidén de L-alanina por
vesiculas de membrana plasmiatica de higado

de rata.
GRUFO Z INHIBICION
CONTROL -—-
EGF 25.18+1. 71
GLUCAGON 29.69+4.70

La incubacidén se realizé a 25°C durante 10 s
La concentracién de L-alanina fue en todos los casos de 1 mM

Tabla 4.4.5.2.~ Efecto de la presencia de Glucagén y EGF
(10 nM) sobre la captacidon de Glutamina vy
Leucina (i mM) por vesiculas de membrana
plasmitica de higado de rata.

7 TRANSPORTE

GRUFO L-Gln L-Leu
CONTROL 100 100
EGF 91.05+6, 61 108.00+12, 15
GLUCAGON 80. 17+9. {0 92, 25+24. 04

La incubacién se realizd a 25°C durante 10 s en un medio
con NaaSO4 50 mM
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Fig. 4.4.5.1.2.: Dosis-Efecto de la inhibicion por Glucagdn y EGF de la captacion de L-
alanina por vesiculas de membrana plasmitica de higado de rata.
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151



4, 4,5,2. Captacidon de Glutamina y Leucina

En 1la +tabla 4.4.5,2. se exponen 1los resultados
obtenidos de 1las pruebas realizadas sobre el transporte de
L-glutamina y L-leucina a la concentracidon de { mM, en
preparaciones de vesiculas, sometidas ¢ no, al efecto de
Glucagdén y EGF {0 nM. Puede observarse que el transporte de
L-glutamina se vio afectado ligeramente por la accidn de las
hormonas, mientras que como ya ocurridé en las pruebas c¢on
NaSCH, 1a captacion de un aminoadcido no dependiente de sodio
como la leucina, no se vio alterada por la presencia en el
medio de dichos agentes.

4,4, 6, EFECTO DE LA INHIBICION ESPECIFICA DEL Antiporter Na‘*-H*

En 1la figura 4.4.6. se pueden ver 1los resultados
obtenidos sobre la captacién de L-alanina { mM, al someter
las vesiculas de membrana a una preincubacion de 30 minutos y
a una incubacidéon de {0 s, en presencia o ausencia, de 5uM
del inhibidor especifico de antiporter sodio-protdn
denominado 5-(N,N-hexametilen) amilorida (HMA). Puede
observarse c¢omo los efectos inhibidores de las hormonas (EGF
Yy Glucagdén a 10 nM) desaparecen y que existe un incremento
significativo de la captacidén de alanina por las vesiculas en
los dos grupos de hormonas, respecto al wvalor basal de cada
uno, sin preincubdacion c¢on HMA.
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Fig. 4.4.6.: Efecto de la inhibicion especifica del "antiporter” Ma-H por 5-(N,N-
hexametilen)amilorida (HMA) SuM sobre la captacion de L-alanina 1 M en vesiculas de
membrana plasmitica de higado de rata.
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La incubacidén se realizé a 25°C durante un periodo de 10s
en un medio con NapsSQ, 50 mM.

El tiempo de preincubacidon con el inhibiaor fue de 30 minutos

Para mias detalles de la incubacidén ver el apartadoc 3. 5. 8.
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