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3. DISCUSION



5,1. VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA. UNA INTRODUCCION A LA
TECNICA EMPLEADA

~ Por sus funciones de barrera semipermeable y por sus
capacidades de transporte, 1a membrana plasmiatica juega un
papel c¢rucial dentro del metabolismo celular. La membrana
permite l1a absorcidon de substancias nutritivas Y el
mantenimiento de un medio interno distinto del ambiente que
rodea a la célula. Las funciones de transporte son pues de
una importancia determinante para la supervivencia de 1la
célula.

Los estudios sobre 108 sistemas de +{transporte de
aminociacidos en higado, utilizando vesiculas de membrana
plasmiatica, se empezaron a realizar a principios de esta
década (Van Amelsvoort y col., 1978; 1980; Sips y col. 1980)
Y aunque en un inicio parecia que no fuera a ser un método
muy utilizado por 108 1investigadores, puesto que pPocos
trabajos se prodigaron en su uso (Quilan y c¢ol., 1982;
Bourdel y Forestier, 1982), con el paso del tiempo se ha
convertido en una herramienta habitualmente utilizada en
los estudios sobre 1la captacidén hepiatica de aminoicidos
{Dudeck y c¢ol., 1987; Bucuvalas y col., 1987; McGivan vy
Moule, 1987; Moseley y col., 1988; Quesada y McGivan, 1988).
La utilizacisn de vesiculas de membrana parcialmente
purificadas para estudiar el transporte de las substancias
por las células hepaticas ha permitido un mayor progreso en
el entendimiento de los fendmenos energéticos y moleculares
relacionados con estos procesos (Hugentobler y Meier, 1986;
McGivan y Moule, 1987). Las ventajas y desventajas inherentes
al uso de este tipo de preparaciones vesiculares han sido
revisadas en su aplicacién al estudio del epitelico intestinal
Yy el c¢értex renal (Murer y col., 1984; Béliveau, 1987). En
lineas generales, las consideraciones que en estos +trabajos
se realizan son aplicables al estudio del transporte hepatico
Y seran detalladas posteriormente, al Justificar el uso de
este modelo en nuestros estudios.

En el caso de nuestro trabajo, existen varios motivos
que nos c¢condujeron a 1la utilizacion de este modelo para
realizar el estudio de 1la captacidén de substratos por el
higado. En primer lugar, la posibilidad de gque mediante el
uso de vesiculas de membrana plasmatica, el fendémeno del
transporte de aminoacidos gqueda totalmente aislado del
metabolismo del hepatocito. El estudio de 1la captacidén a
nivel de tejido entero es extremadamente complejo, debido a
las distintas caracteristicas de los diferentes tipos
celulares, la contribuciéon de las diversas membranas
implicadas y el metabolismo intracelular. Esta primera
aproximacién al estudio de 1la captacidn hepatica de
aminoacidos in vivo YyYa se realizd en nuestro laboratorio
en una serie de trabajos (Casado y c¢ol, 198Ta, b), pero en
muy pocas ocasiones se ha llevado la complejidad del estudio
3 relacionar los experimentos realizados In vivo con los
In vitre (Fehimann Y ‘coL. 1979a,b; Bourdel y Forestier,
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1982; Casado y c¢ol, 1988). El1 hecho de qgque los fendmenos de
transporte a través de la membrana puedan ser estudiados sin
interferencia del metabolismo celular, nos permite trabajar
con substratos naturales, sin la necesidad de emplear
analogos no metabolizables (Fehlmann y c¢ol.,, 1979b; Canivet vy
col., 1980, entre otros) 0 1inhibidores del metabolismo
celular del aminoacido captado (McGivan y col., 1981,
Kristensen y c¢ol.,, 1983; Fafournoux y c¢ol,, 1983). De esta
manera se pueden evitar problemas, como por ejemplo, el que
los inhibidores no sean del todo especificos y gque puedan
afectar la captacidén del substrato, ¢ gque por otra parte, no
se puedan conocer con exactitud los parametros cinéticos del
verdadero substrato natural del transportador, con el
consiguiente error.

La otra ventaja del manejo de vesiculas de membrana, es
que, con este modelo, se puede llegar a estudiar el
transporte en las zonas de la membrana plasmatica gque mas nos
interese, con su relacién con la captacidn del substrato. En
nuestro caso, las dos ventajas nos proporcionan la medida del
transporte de L-alanina en vesiculas de membrana plasmatica
mayoritariamente del dominio sinusoidal (basolateral) {(Van
Amelsvoort y c¢ol, 1980). Existen ventajas adicionales c¢on el
uso de este modelo debido a que el experimentador tiene
acceso a los dos 1lados de 1la membrana celular. De esta
manera, se pueden optimizar 1los pariametros experimentales,
con el fin de establecer 1las caracteristicas moleculares
intrinsicas de 1los transportadores (Strevey y c¢ol.,, 1984;
Quamme, 1985), El control preciso de 1la polaridad y de las
fuerzas electroquimicas impuestas facilita 1la medida de los
pProcesos de transporte (Hugentogler Y Meier, 1986).
Controlando las concentraciones y modificando 1los contenidos
extra e intravesicular a voluntad se pueden estudiar 1los
pParametros cinéticos Yy energéticos asociados a 1los cambios
que se realicen en cada caso. El fraccionamiento celular de
las membranas y 1la reconstitucidén de las actividades de
transporte (Hayes y McGivan, 1983; Quesada y McGivan, 1988;
McCormick y Johnstone, 1988) permiten realizar in vitro
una serilie de estudios experimentales mucho mas complejos que
In vivo, de esta manera se obtliene un a 1idea mas profunda
sobre 1los sistemas de +transporte en la c¢élula intacta
(Béliveanu, 1987T).

Los inconvenientes de la técnica que pueden dificultar
mis 1la 1interpretacion de los estudios comparados c¢omo el
nuestro (Experiencias 1, 2y 3), son basicamente tres: las
Posibles adsorciones no especificas en la superficie de 1la
membrana; la heterogeneidad vesicular y la contaminacién por
membranas de otros origenes, Una manera de conseguir que
estas fuentes de error sean practicamente despreciables es
obtener unas preparaciones de membranas vesiculadas
totalmente equiparables entre todos los grupos experimentales
a estudiar. Este s nuestro caso y se discutirai en cada
apartado las posibles fuentes de contaminacién Y la
importancia del volumen intravesicular. Con referencia a la
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adsorcion a nivel de superficie en la membrana, se Dpuede
observar en la experiencia de hiperosmolaridad (ver apartado
4, 1.4, 2.) que nuestras preparaciones de vesiculas poseen una
muy pobre adsorcidn inespecifica de membrana, cuando se
someten a esta prueba y los resultados se extrapolan a un
punto de miaxima hiperosmolaridad, que provocaria una
reduccidén del volumen intravesicular igual a cero. Resultados
similares se han obtenido anteriormente por otros autores
(Sips ¥y col. 1980b; Bertelot, 1984; Pastor-Anglada y col.,
1987) donde siempre se da una cierta adsorcidén inespecifica.
De todas maneras, existen datos en 1la bibliografia en los que
realizando pruebas del aumento de la osmolaridad consiguen
que una adsorcidén inespecifica igual a cero (Bourdel vy
Forestier, 1982; Berteloot, 1984; Brot-Laroche y Alvarado,
1984). Estos autores describen que un punto imaginario de
volumen intravesicular cero, y debido a que en las abscisas
se representa la inversa de las osmolaridad, no existiria
adsorcidén en la membrana vesiculada. Se ha descrito 1la
importancia de este suceso en el caso donde la captacion del
substrato es debida a dos componentes, adsorciodén Yy
transporte, sobre todo sSi la naturaleza de 1los productos
estudiados es de caricter 1lipdéfilo que favorece una unién no
especifica a la membrana y también en el <c¢aso de 1los
substratos catidonicos que se unen con cargas electronegativas
que se encuentran en la superficie de la membrana (Béliveau,

1987).

Una informacidén accesoria se obtiene al someter 1las
preparaciones de vesiculas de membrana a un incremento
pProgresivo de la osmolaridad del medio: la funcionalidad
estructural de nuestras vesiculas. Al responder de forma
Sistemitica a una disminucién del volumen intravesicular,
este dato nos sugiere que nuestras preparaciones son, al
menos parcialmente, vesiculadas vy con c¢apacidad para 1la
captacion del substrato en cuestion. LLas pruebas realizadas
con microscopia elecirdnica de transmisidon y de barrido, nos
corroboraron graficamente lo que matematica b4
experimentalmente se podia obtener de 1los resultados de
nuestras incubaciones.
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5. 2. EXPERIENCIA 1

El ayuno provoca importantes cambios en la
asequibilidad hepiatica de aminoacidos. Trabajos realizados
por Casado y col,. (1987a) descridben como tras un ayuno de 24

horas 1la asequibilidad +total de dichos compuestos se ve
reducida por término medio en un 457%. Aminoacidos con
potencialidades gluconeogenéticas, tales como la alanina, ven
disminuida su concentracidén portal en un 407%. Este valor,
junto c¢on 1la significativa reduccidn del flujo sanguineo
aferente hepatico, dan c¢omo resultado un descenso real de
asequibilidad del orden del 607%. A pesar de todo ello, la
captacién hepiatica neta de alanina no se ve modificada tras
24 horas de privacion de alimento. Esto implica que 1la
extraccidén relativa de este aminoacido estia fuertemente
incrementada, con 1o cual cabe suponer que se han podido
producir notables modificaciones de la actividad de 1los
sistemas transportadores de este substrato a nivel de
membrana plasmitica.

En este c¢contexto hemos utilizado preparaciones de
membrana plasmatica vesiculadas de ratas controles
alimentadas y animales ayunados durante 24 y 48 horas, para
estudiar 11los posibles cambios estables ocasionados en 1la
captacién de L-alanina. Ccomo paso previo, hemos medido 1la
concentracion portal de aminociacidos en nuestros grupos
experimentales. Los resultados obtenidos estin de acuerdo con
1o anteriormente descrito en la bibliografia (Casado y col.,
1987a) para el ayuno de 24 horas. Cuando analizamos 1o
ocurrido durante las siguientes 24 horas (ayuno de 48 horas),
observamos que el descenso en las concentraciones portales de
este aminoidcido es de igual orden de magnitud que en 1la
primera fase del ayuno (aprox. 387%), asi pues podemos hablar
de una caida lineal en el contenido portal de alanina durante
el periodo de tiempo estudiado.

El estudio del transporte de aminoacidos neutros
durante la adaptacién al ayuno, se ha realizado anteriormente
en hepatocitos aislados de ratas sometidas a 48 horas de
Privacién de alimento (Fehlmann y <c¢ol., 1979b; Hayes Y
McGivan, 1982; Kristensen Yy col., 1983). Quinlan y c¢ol.
(1982) utilizaron preparaciones de membrana plasmitica
vesiculada para estudiar el posible papel de los
adrenocorticoides en el transporte de alanina en c¢élulas
parenquimales de higados de ratas sometidas a un periodo de
24 horas de ayuno. En este trabajo, los autores se limitaron
a realizar estudios de capacidad concentrativa de alanina por
parte de sus preparaciones vesiculares. De la misma manera
Bourdel y Forestier (1982) analizan 1os cambios circadianos
de 1la captacién de L-prolina por vesiculas de membrana
Plasmitica de higado de rata; 1o cual puede interpretarse
como una primera aproximacién al estudio del transporte de
aminoicidos neutros en una situacién de ayuno a muy corto
Plazo (fase post-absortiva). En ninguno de estos dos dltimos
casos se realizd un estudio c¢inético detallado de 1los
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sistemas de transporte mayoritariamente implicados en 1la
captacion de alanina. Nuestros resultados constituyen, de
hecho, el mas detallado estudio, realizadoc hasta la fecha, en
vesiculas de membrana plasmitica de higado de rata, sobre 1la
moduiacidon en los sitemas hepaticos responsables del
transporte de alanina en respuesta al ayuno,

Las ventajas e inconvenientes de nuestro modelo
experimental han sido +tratadas en el apartado anterior
(5.1.). Para el estudio de los parametros cinéticos del
transporte de L-alanina en nuestras preparaciones,
necesitabamos unas vesiculas de membrana plasmitica que
fueran homogéneas y de una pureza aceptable, de manera dque
1o0s resultados obtenidos nos permitieran sacar conclusiones
basadas en una homogeneidad estructural y funcional de
nuestras preparaciones. Por este motivo, se han calculado las
recuperaciones Yy las actividades especificas relativas
(enriquecimientos) de distintos enzimas marcadores de
membranas subcelulares en las fracciones vesiculares
obtenidas a partir de higados de ratas controles y ayunadas
24 Yy 48 horas. Nuestros resultados indican un gran
enriquecimiento del enzima marcador de membrana plasmitica en
todas nuestras preparaciones, siendo de valores muy similares
en todas ellas. La recuperacidon de este marcador también fue
de similar magnitud en todos los grupos estudiados. Este
nivel de enriquecimiento es parecido o incluso superior al
descrito con anterioridad por otros autores que han utilizado
vesiculas hepaticas para el estudio del +transporte de
diversos substratos (Bourdel y Forestier, 1982; Schenerman y
Kilberg, 1986; Pastor-Anglada y col., 1987; Casado y col.,
1988; Quintana y col., 1988; Pastor-Anglada y col., 1989). La
contaminacién de nuestras preparaciones por fracciones no
pertenecientes a membrana rlasmitica se puede observar por
los resultados obtenidos con 1los enzimas marcadores. La
recuperacion obtenida de Glucosa-6-fosfatasa, fue de
aproximadamente un 27 y su enriquecimiento de {1, sin embargo,
este resultado se puede considerar como satisfactorio debido
a 1los datos que se han ido repitiendo normalmente en 1la
bibliografia, ya que la contaminacidén por fraccidén microsomal
es normalmente elevada (de dos a tres veces) durante los
pProcesos de purificacioéon de vesiculas de membrana plasmatica
(Sips y c¢ol., 1978; Schenerman Yy Kilberg, 1986). La
contaminacién por fracciones mitocondriales y lisosémicas
fueron muy bajas en todas las preparaciones y similar a 1los
datos descritos en 1la bibliografia con anterioridad (Van
Amelsvoort y col., 1978, Schenerman y Kilberg, 1986; Quintana

Y col., 1988).

La funcionalidad de nuestras vesiculas quedé demostrada
basicamente por dos métodos distintos. El primero permitid
comprobar la integridad estructural, es decir, que nuestras
Preparaciones de membrana estuvieran realmente vesiculadas y
gque respondieran a una osmolaridad del medio creciente. Este
punto ha sido ya comentado en el apartado anterior (5.1.) Yy
no nos extenderemos mas en detallarlo. El segundo método
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consistido en el estudio de 1la capacidad concentrativa de
dichas vesiculas. Para este fin, sometimos a nuestras
preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica a un
gradiente electroquimico de Nat*, provocado por NaSCN 100
mM en el medio de incubacidn. La capacidad concentrativa de
nuestras preparaciones se calculé mediante un seguimiento
durante un cierto periodo de tiempo, durante la existencia
del gradiente 1iénico y posteriormente, a +tiempos mas largos
que nos permitian observar como se llegaba al equilibrio de
las concentraciones intravesiculares con el medio externo.
Los valores de captacidon gque encontramos para nuestras
vesiculas fueron de aproximadamente unas 4 veces el valor
obtenido en ausencia de gradiente de sodio (medio con KSCHN
100 mM). Estos mismos resultados se han descrito con
anterioridad en 1la bibliografia (Van Amelsvoort y c¢ol., 1978;
Sips y c¢ol.,, 1980a, Db; Pastor-Anglada y c¢ol, 1987). De esta
manera, habiamos comprobado gque nuestras vesiculas de
membrana eran funcionales y .con suficiente capacidad de
respuesta a 1la presencia de un gradiente electroquimico de
sodio.

Cuando se tienen las vesiculas incubando por un espacio
de tiempo suficiente como para que las concentraciones
extra e intravesiculares de alanina se equilibren, se puede
llegar a calcular el volumen intravesicular aparente. Este
parame+tro es muy importante puesto que para poder establecer
relaciones entre 1los distintos grupos experimentales a
estudiar, ha de existir una gran homogeneidad en la medida de
las vesiculas, de manera que los cambios aparecidos, tan solo
sean debidos a modificaciones en las propiedades de 1los
sistemas transportadores de membrana y no a variaciones del
volumen interno Gtil para concentrar substratos en 1las
vesiculas. La importancia crucial de la heterogeneidad del
volumen vesicular a 1la hora de realizar estudios de
transporte, ha sido ya puesta de manifiesto por Brot-Laroche
Yy Alvarado (1984) utilizando vesiculas de intestino. HNuestras
pPreparaciones sometidas a esta prueba, dieron unos valores
muy similares entre todos los grupos experimentales, por 1lo
que cualquier variacioéon posible en l1os posteriores resultados
obtenidos noe podia ser atribuida a 1a heterogeneidad
vesicular, sino que deberia ser la causa de modificaciones a
nivel de los sistemas de transporte.

Cuando sometimos 1las preparaciones de vesiculas de
membrana de higado de ratas ayunadas de 24 horas al gradiente
electroquimico de Nat, encontramos que los valores
de capacidad concentrativa obtenidos por nuestras
Preparaciones eran muy sSimllares a 1los del grupo control
(aproximadamente 4 veces a 1los 15 s). Este resultado puede
diferir en parte de 1lo descrito anteriormente por algunos
autores, que encuentran que la capacidad concentrativa de las
vesiculas hepaticas obtenidas a partir de animales ayunados
pPor un tiempo de 24 horas, era superior a las de las ratas
control (Quinlan y c¢ol.,, 1982)., Por otra parte, las tasas de
transporte de estas preparaciones tambien resultaron ser
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mucho mas lentas que las presentadas por nuestras

vesiculas. Sin embarsgo, las condiciones experimentales
utilizadas difieren considerablemente de las nuestras y ambas
caracteristicas, aparentemente discrepantes, pueden

explicarse por dos motivos fundamentales. En primer 1lugar,
estos autores realizaban sus medidas en presencia de NacCl
100mM. El1l anién cloruro es menos permeable que el tiocianato,
lo cual conlleva una compensacidon menor de cargas tras la
entrada del aminoacido y su cosubstrato (el sodio) (Sips Y
col.,, 1980a). Asi se explica porgque el HNaCl provoca gque el
transporte del aminoidcido al interior de 1la vesicula sea mas
lento. En segundo 1lugar, hay que tener en cuenta 1la
concentracion de L-alanina utilizada. Quinlan y col. (1982)
trabajaron con una concentracién de aminoacido de 0.4 mM,
mientras gque nosotros utilizamos una diez veces superior (A
mM). Datos de Fehlmann y col. (1979b) sugieren gque el ayuno
provoca la aparicién de una componente de alta afinidad en 1la
cinética del transporte hepatico de aminoacidos neutros (Km
para AIB O0.7TTmM y es de suponer que para el substrato natural
todavia seria mucho menor). A una concentraciéon baja de
aminoacido (0.4 mM) la componente de alta afinidad podria ser
la principal responsable de 1la captacién de alanina,
aumentando la capacidad c¢oncentrativa del transporte respecto
a lo gue se observaria a una concentracién mayor. Estos
autores detectan un cambio muy espectacular en la captacidon
de AIB segin su concentracién en el medio de incubacidn fuera
de O0.4 o 50 mM. De hecho, en este 1dltimo c¢aso, las
diferencias de velocidad 1inicial entre animales alimentados Yy
ayunados son mucho menores o practicamente inexistentes; en
rleno acuerdo con la falta de estimulacién en la capacidad
maxima del transporte dependiente de sodio (Vmax
inalteradas).

Los resultados obtenidos, al incubar las preparaciones
de membranas plasmiticas vesiculadas obtenidas a partir
de animales ayunados durante 48 horas, indican que existe un
incremento substancial en 1la capacidad c¢oncentrativa de
dichas vesiculas, aproximadamente de unas 6 veces, Sobre el
nivel alcanzado por la captacidén en ausencia de sodio. Esta
es la primera vez que se describe este resultado utilizando
como modelo vesiculas de mebrana plasmiatica, pero de todas

formas, nuestros datos son parecidos a 1os obtenidos
anteriormente por Kristensen y col. (1983). Estos autores,
utilizando como modelo hepatocitos aislados de ratas

ayunadas <48 horas, describieron un aumento en la captacion de
aminoacidos neutros provocado por estas condiciones de ayuno,
de manera que a partir de 10os 15 minutos de incubacién en
presencia de L-alanina, la relacidén de concentraciones in/out
ya era estable y se situaba alrededor de {0 y 15 veces para
controles y ayunadas respectivamente.

Tomando para el estudio cinético del transporte de L-
alanina en nuestras vesiculas un tiempo de 10 segundos,
cercano a la velocidad 1nicial del +transporte, que nos
permita trabajar dentro de un margen aceptable de seguridad y
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en el gque se observen diferencias apreciables entre las
pPreparaciones de 1los diversos grupos experimentales, Yy
estudiando el +transporte de L-alanina en funcién de una
concentracidn creciente de aminoacido, se pudo ver c¢omo, €en
ausencia de un gradiente de Nat en el medio (medio con
KSCHN). 100 mM) se obtenia una captacidon 1lineal de aminoacido
que normalmente ha sido descrita como una difusidén pasiva que
no depende del gradiente electrogquimico del 1ién (Pastor-
Anglada Yy col., 1987). Los coeficientes de difusidén
observados para cada preparacion de vesiculas fueron
similares entre ellas, por 10 que 1las diferencias en 1las
capacidades de transporte de alanina al interior de las
vesiculas se centran dnicamente en la componente dependiente
de sodio. Los valores de Km obtenidos para el transporte
dependiente de so0dio de alanina de las preparaciones de 1los
animales control, han sido del mismo orden de magnitud que
los ya descritos con anterioridad por otros autores (Sips y
col.,, 1980a; Rosenthal y c¢ol.,, 1985; Pastor-Anglada y c¢ol,,
1987). Los cidlculos de las Km para 1os grupos de ayuno de 24
Y 48 horas indican un descenso en el valor de la Km durante
el ayuno. Este aumento en la afinidad por su substrato queda
patente a partir de 1las 24 primeras horas de ayuno. Este
descenso es de aproximadamente un 31/ durante la primera fase
(ayuno 24h) y de un 507 a las 48 horas. Una situacion similar
se ha descrito en pPruebas realizadas c¢on hepatocitos
aislados, aungque en estos experimentos se describid que la Em
habia descendido ligeramente no llegando a ser
significativamente distinta (Fenhlmann Y col,, 1979Db;
Kristensen y c¢ol, 1983). Otros estudios, realizados también
en hepatocitos aislados, describen igualmente un descenso en
la Km para el transporte de Alanina. Aungue estos autores no
llegan a realizar el anialisis cinético, 1los calculos gque se
pPueden hacer a partir de sus datos individuales (rango de
concentraciéon entre 0.25 y 10 mM de L-alanina) nos muestran
que existe un descenso de aproximadamente un 50/ del valor de
la Km (Hayes Yy McGivan, 1982). Puede observarse como 1los
datos expuestos en este +trabajo y nuestros resultados
experimentales, a pesar de ser realizados en dos modelos
distintos, concuerdan en similar orden de magnitud.

Los datos que se han obtenido al calc¢ular la Vmax para
el transporte de L-alanina, indican que durante el periodo de
tiempo durante el cual el animal se ve sometido a un ayuno,
la capacidad mixima del transporte disminuye de forma
significativa tan sélo0 después de 48 horas de privacidén del
alimento (descenso de un 41/). Los escasos datos que existen
en la bibliografia no describen nunca este suceso; en estos
trabajos se ha utilizado siempre como modelo experimental los
hepatocitos aislados procedentes de ratas de 48 horas y en
ningin caso se ha descrito una didniinucién de los valores de

Vmax (Felhmann y col., 1979)b, Hayes y McGivan, 1982) y sdlo
en una ocasién se ha sugerido un aumento claro de este
Parametro (Kristensen Yy col., 1983). En el trabajo de

Kristensen y colaboradores, el incremento de Vmax es debido
mayoritariamente a una componente de baja afinidad (Km
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alrededor de 11 mM), con 1o cual, parece paraddéjico pues, que
si existe una reduccidn progresiva en 1la asequibilidad
hepatica de alanina, se aumente la capacidad de una
componente de transporte cuyas caracteristicas cinéticas le
otorgan muy poco significado fisioldgico en estas condiciones
de privacion del alimento. S1 consideramos que las
variaciones en las constantes cinéticas de los
transportadores hepaticos de aminoacidos neutros en respuesta
al ayuno, parecen depender de sintesis proteica (Fehlmann y
col., 1979b), Y a €sto le aiiadimos que durante este periodo
de tiempo el higado esti en un balance neto proteolitico, con
niveles de reduccidén en el contenido proteico total del orden
del 407 (Goodman y Ruderman, 1980), llegamos a la conclusidédn
de que 1la sintesis de proteinas transportadoras de baja
afinidad, dados 10s niveles aferentes de alanina, carece de
sentido fisioldgico adaptativo. Por el contrario, con
nuestros resultados, vya que disponemos de las variaciones
sufridas por 1los diversos parametros implicados en la
captacion hepitica (Vmax, Km y asequibilidad portal), se
puede relacionar muy bien el que, 81 existe una disminucidon
en la concentracidn aferente de alanina, la medida adaptativa
mis 1logica pudiera ser el aumento de la afinidad del sistema
para con su substrato (disminucién de Km sin alteraciéon de
ymax) durante las primeras 24 horas de ayuno. Cuando 1la
situacidon de privacién del alimento se prolonga durante 48
horas, la concentracion portal de alanina desciende aun mas,
de manera que después de todo el periodo de tiempo
transcurrido no parece que sea muy 156gico mantener 1la
capacidad mixima del sistema, pudiendo en este caso dejarse
modular por la baja concentracion aferente, por una parte,
disminuyendo la VmaxXx Y por otra aumentando aun mis 1la
afinidad por la baja concentracidon de alanina circulante.

De los resultados encontrados Y relacionando los
diversos parametros dque se han obtenido, es 1interesante
sefialar que 1la concentracién de alanina portal aferente al
higado mantiene una muy buena correlacidén con el ya descrito
aumento de afinidad del sistema por el substrato en cuestion.
Este resultado que se ha podido obtener gracias al
seguimiento efectuado, es muy importante, ya gue se establece
muy claramente una relacién directa entre la variacién de 1la
asequibilidad hepiatica de alanina in vivo Y unas
modificaciones estables a nivel de membrana plasm&atica
valoradas mediante incubaciones de preparaciones de membrana
Plasmitica vesiculada in vitro.

En este contexto podriamos plantearnos si estamos
delante de un fendémeno de regulacidén adaptativa, pPuesto que
no seria ésta la primera vez en que se sugiere un control de
tipo adaptativo como respuesta a cambios fisioldégicos en 1la
asequibilidad portal de substratos. En la reciente revision
de Christensen y Kilberg (1987) se analizan los cambios que
se dan en la capacidad concentrativa hepatica de aminoidcidos
durante la transicidén de la vida intrauterina a extrauterina,
en base al fuerte descenso de las concentraciones circulantes
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de estos compuestos en el momento del parto, El control
adaptativo siempre se ha descrito c¢omo un aumento de
capacidad del sistema ante el descenso de asequidilidad de su
substrato. Nuestros resultados, por el contrario, indican que
lo que se da inicialmente es un incremento de afinidad. Una
rosible explicacisn para estos resultados podria ser el hecho
de que al estudiar el transporte dependiente de sodio de L-
alanina; en realidad estamos determinando mayoritariamente la
accion combinada de dos sistemas de transporte con
caracteristicas cinéticas y reguladoras diferentes (A y ASC).
Aparentemente de 1los dos sistemas citados sdlo uno posee
capacidad de control adaptativo (el sistema A) (Collarini vy
Oxender, 1987; entre 10s mas reclientes). Dadoe que 1la
componente de alta afinidad descrita por Fehlmann Yy col.
(1979b) en hepatocitos aislados de ratas ayunadas de 48
horas, fue asimilada al sistema A, cabria pensar en la posi-
bilidad de que en nuestro caso concreto, el descenso de KXm
fuera debido a un incremento en la componente A de transporte
en detrimento de la ASC, Este hecho si nos permitiria sugerir
1a presencia de un mecanismo de control adaptativo, al menos
en lo que al primero de estos sistemas se refiere. As1 pues,
el siguiente aspecto que quisimos estudiar fue la
participacion de ambos sistemas en el transporte dependiente
de sodio de L-alanina en nuestras preparaciones vesiculares.

Hemos utilizado dos de las posibles estrategias para
discernir el porcentaje de transporte mediado por el sistema
A Y por el ASC. La mis inmediata es la inhibicidn del
transporte dependiente de sodio de L-alanina por MeAlB,
substrato especifico del sistema A (Kilberg y c¢ol., 1979;
Kilberg y c¢ol., 19814; Christensen, 1985). La segunda
estrategia es algo mas conflictiva; se trata de la tolerancia
diferencial de ambos sistemas a 1la substitucidén del
cosubstrato sodio por el 1én litio (Edmonson y c¢ol., 1979).
Los resultados de inhibicidén por MeAlB, sugieren que en el
rango de concentraciones fisioldégicas de L-alanina, el paso
de este aminoacido por A y ASC es prracticamente equivalente

{entre un 40 vy 507 ©para el sistema A v, de forma
complementaria, entre un 50 y 607 mayoritariamente por el
ASC). Estos datos concuerdan c¢on observaciones previas
(Pastor-Anglada y col., 1987). Nuestros resultados indican

que en respuesta a un ayuno de 48 horas la proporcidn
relativa de 1nhibicidén por MeAIB no se ve modificada. La
tolerancia a 1la substitucion de sodio por litio parece ser
variable segin 1la linea celular estudiada; en c¢élulas de
Ehrlich el sistema A es mias tolerante al 1itio que el ASC
{Christensen y Handlogten, 1977}, sin embargo, en
suspensiones de hepatocitos aislados se ha descrito 1o
contrario (Xilberg y col., 1979). E!l uso de 1itio en lugar de
sodio para discernir la participdcisn de ambos sistemas en el
transporte de L-alanina al interior de vesiculas de membrana
rlasmitica se ha realizado con anterioridad (Edmonson y col.,
1979; Bourdel y Forestier, 1982 Bourdel y col., 1989). En
condiciones de velocidad inicial de transporte y en el rango
de concentraciones fisioldgicas de L-alanina (imM) pudimos
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observar 1igual resistencia a la substitucidn del 1én en
preparaciones de animales controles y ayunados durante 48
horas. Estos resultados, junto con los de inhibicién por
MeAlIB, nos rermiten sugerir que la participacidén relativa de
los sistemas de transporte mayoritariamente implicados en 1la
captacién de L-alanina (A y ASC) se mantiene c¢onstante a
medida que avanza el ayuno. Est0 nos indica que la hipdtesis
anteriormente mencionada, acerca de la posibilidad de que el
descenso de Km fuera debido a cambios en la participacion de
A y ASC en el transporte total de alanina, queda descartada.

Cuando analizamos el patrén de inhibicidn de la
captacidén de L-alanina por diversos aminociacidos naturales
observamos un comportamiento en algunos casos que es dificil
de relacionar con 1lo anteriormente indicado. Segin
observaciones de Xilberg y col. (1979, 1984), 1la prolina es
captada mayoritariamente por el sistema A (647 de la
componente dependiente de sodio). Si esto fuera cierto cabria
rensar que la mayor 1lnhibicién por prolina encontrada en
nuestras preparaciones de ratas ayunadas de 48 horas podria
indicar una mayor participacidon del sistema A. No obstante,
el matenimiento durante todo el periodo de ayuno de 1la
inhibicidn por cisteina (substrato especifico del sistema ASC
€ inhibidor no competitive del A (XKilberg y col., 1981)),
indicaria todo 1o contrario y reforzaria los datos discutidos
anteriormente. En este mismo sentido, los resultados de
inhibicidén por L-glutamina Yy L-leucina {substratos
mayoritarios de 1los sistemas N y L respectivamente) son
igualmente controvertidos. La principal evidencia que puede
extraerse de estos experimentos, es que la inhibicidn del
transporte de L-alanina por aminocacidos naturales se ve
afectada por el efecto del ayuno. Esto, comoc comentaremos mas
adelante, puede tener importantes implicacliones fisioldégicas,
Pero no arroja ninguna 1luz en la explicacidén del cambio de
afinidad de los transportadores de alanina por su substrato;
aunque muy probablemente la propia controversia en los datos
de inhibicidn esti ineludiblemente ligada al propio cambio de
afinidad, el cual puede estar condicionando perfectamente
cambios en las respectivas Ki.

Se sabe que distintos tipos de hepatomas expresan
sistemas de transporte s6l0 caracterizados en higado normal
durante la vida fetal (White y Christensen, 1982; Christensen
Yy Xilbersg, 168T7); también recientemente se ha puesto de
manifiesto que 1la(s) proteina(s) A (sistema A) podrian
presentar formas moleculares distintas en células hepiticas
transformadas (Chiles y Kilberg, 1986; Dudeck y col., 1987;
Chiles y col., 1988}, Para poner de manifiesto esta
caracteristica se ha utilizado la capacidad de modificar
praviamente las moléculas transportadoras mediante reactivos
especificos de grupos tiol (-SH), del tipo NEM ({N-
etilmaleimida) y PCMBS (P-cloromercuribencenosulfonato). Este
tipo de aproximaciones ya habia sido utilizado anteriormente
(Hayes y McGivan, 1983) en vesiculas de membrana plasmitica
de higado de rata, en un intento de purificar parcialmente el
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0 los +transportador(es) de L-alanina. Nuestros datos,
anteriormente expuestos, pueden inducir a pensar que el
cambio de afinidad observado durante el ayuno pudiera ser
exXplicado por 1la presencia de formas moleculares del
transportador distintas, al 1igual que parece ocurrir en
hepatomas. Con tal fin realizamos los estudios <c¢con 1los
agentes modificadores de grupos +tiol, pero c¢on algunas
variaciones en 1o que a pauta de trabajo se refiere.

La principal modificacidon incorporada a 10 que se venia

realizando en anteriores trabajos (Mohri y col., 1980; Hayes
y McGivan, 1983; Chiles y Kilberg, 1986; DudecK y col., 1987,
Chiles y ¢o0l., 1988; entre otros) es la incubacidn simultanea

de las preparaciones vesiculares con el aminoiacido y el
agente modificador de 10os grupo -SH. La razén que nos impulsd
a realizar este tipo de experimento radica en la posibilidad
de conseguir inhibiciones significativas sin la necesidad de
preincubacidn de las vesiculas, 1o cual permitia plantear el
pProblema como una cuestion de afinidades relativas por grupos
~SH directa o indirectamente 1implicados en la funcion
transportadora. Por otro lado, asi se evitaba el problema
accesorio de 1la pérdida de actividad transportadora,
inherente al proceso de eliminacidén del inhibidor +tras 1la
preincubacisén (Bourdel y Forestier, 1988; Pola, 1989). Cabe
sefialar que el uso de estos agentes modificadores siempre se
ha enmarcado en los intentos de purificacidon de la proteina
transportadora (Hayes y McGivan, 1983; Dudeck y col., 1987).
Se sabe que la unién de NEM o PCMBS puede ser bloqueada por
la presencia de substratos del sistema A (Mohri y col., 1980)
Yy por ello, combinando adecuadamente 1o0s bprotocolos de
incubaciodn, se puede lograr, al menos tedricamente, el
marcaje especifico de la molécula transportadora. En estas
condiciones es 16gico que sea necesario recurrir a
Preincubaciones lo suficientemente largas como para
garantizar la modificacidéon de grupos -SH, no necesariamente
implicados en la funcidn transportadora. Nuestro modelo de
incubacidén 1implica que hay grupos . -SH, vitales para 1la
actividad de 1los sistemas A y/o ASC, que son fiacilmente
accesibles, puesto gque tanto NEM como PCMBS son capaces de
inhibir su actividad en solo 10 segundos de 1incubacidén
simultanea con el substrato, Dado que nuestro objetivo no es
"marcar" el transportador para asi transformarlo en
parcialmente purificable, sino que nuestra intencidén es tan
solo estudiarlo funcionalmente, es 1é6gico que hayamos
utilizado este protocolo de incubacidn, tanto por 1la
sencillez que conlleva, como por el interés de la informacidn

obtenida con su empleo.

Nuestros resultados al incubar simultaneamente HNEM vy
PCMBS a distintas c¢oncentraciones, con L-ala.:ina, en las
preparaciones de membranas plasmiaticas vesiculadas de higados
de ratas control alimentadas, ayunadas 24 y 48 horas,
sugieren algun tipo de modificacidén en la(s) proteina(s)
implicada(s) en el transporte de L-alanina, puesto gque cuando
se calcula 1la Ky,p para ambos inhibidores, se observa que
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este parametro desciende progresivamente por efecto del ayuno
1o cual sugiere un aumento de la efectividad inhibidora sobre
la(s) proteina(s) del sistema. El efecto inhibidor detectado
para el PCHMBS es mayor gue el observado para el NEM, en todas
las situaciones experimentales ensayadas. Los trabajos
descritos por Chiles y Xilberg (1986) también muestran como
el PCHMBS es mas efectivo que el NEM para la inhibicidon del
transporte en diversos tipos de hepatomas, sin embargo,
curiosamente, en 1los hepatocitos aislados procedentes de
ratas control, el efecto se invierte, observandose una mayor
inhibicidén por el HNEM. Estos resultados, a pesar de ser
contradictorios con los nuestros, no pueden ser muy
comparables, puesto que ni el protocolo de incubacién es el
mismo, ni tan siguiera el modelo experiental utilizado. Hayes
Yy McGivan (1983) utilizaron vesiculas de membrana plasmatica
rara el estudio de la inhibicidén por NEM y Merasyl. En este
trabajo se describe como 1a inhibicidén por el HNEM del
transporte de L-alanina era inferior a la efectuada por el
otro compuesto utilizado, dando unas Kj,p aproximadas de
i Yy 0.2 mHM aproximadamente para NEM y Merasyl
respectivamente., Esto indica que el comportamiento del NEM en
vesiculas de membrana puede diferir en parte del presentado
en hepatocitos aislados, no presentiandose como el inhibidor
del transporte mas efectivo.

El nivel miximo de inhibicidn encontrado en nuestras
pPreparaciones, alrededor del 40/, noc se corresponde con los
datos expuestos anteriormente en 1la bibliografia que
describen entre un 70-807 para el PCMBS y mayor de un 957%
para el NEM sobre la captacidén de L-alanina en hepatocitos
aislados (Chiles y Kilberg, 1986; DudeckKk y col., 1987; Chiles
Y col., 1988); y alrededor de un 80/ para el NEM en vesiculas
de membrana plasmatica de higado de rata (Hayes y McGivan,
1983). De +todas formas, es importante sefialar, que estos
autores preincubaron sus preparaciones durante periodos de
tiempo prolongados {entre 10-45 minutos) antes de realizar
las medidas del transporte de L-alanina; por el contrario,
nosotros colocamos los substratos simultaneamente en el medio
de incubacidn. Un trabajo comparativo sobre estas dos
Posibilidades mencionadas con anterioridad fue realizado
sobre el estudio de la captacidén de L-leucina en c¢élulas
Chang del higado (Mohri y col., 1980). En este estudio, 1los
autores realizaron incubaciones simultaneas y con
Preincubaciodn, de los substratos utilizados. Los resultados
descritos por Mohri y col., {(1980) sefialan que en la
incubacidén simultanea de L-leucina y NEHM, no se obtuvieron
resultados de inhibicidén de la captacion del aminoacido, sin
embargo, cuando 1las c¢élulas eran preincubadas durante un
reriodo de {0 minutos con NEM (0.5 mM), éste producia una
inhibicidn en el transporte de L-leucina por 1las c¢élulas.
Estos resultados podrian interpretarse en base a la mayor o
menor accesibilidad de grupos ~SH esenciales para la funcidn
transportadora Yy probablemente sea variable en funcidén del
sistema de transporte que se trate, L, A o ASC. En cualquier
caso, el hecho de que nuestras incubaciones se realizaran
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durante un tiempo de 10 segundos, unido a 1la puesta
simultanea de los substratos en presencia de las
preparaciones vesiculares, pueden explicar perfectamente esta
menor eficacia en 1la inhibicidén encontrada en nuestros
resultados.

Los resultados obtenidos sobre las respectivas Ky p
de 1inhibicidén para 1la captacién de L-alanina en nuestras
preparaciones vesiculares de las distintas situaciones
experimentales, nos hizo suponer 1la existencia de alguna
relacion entre 1a diferente "afinidad"® para el inhibidor
(HEM y PCHBS) y la afinidad del sistema de transporte para
su substrato. Cuando se relacionan las diferentes Xj,»
encontradas para NEM y PCMBS con las Km del transporte de
L-alanina en cada situacién experimental, se obtiene un
correlacidén muy elevada, 0.98 y 0.99 para NEM y PCMBS respec
tivamente. A medida que disminuye la Km para el transporte de
LL-alanina en nuestras preparaciones de mebranas plasmaticas
vesiculadas, también desciende el valor de Ky/e
encontrado para ambos inhibidores. Estco puede indicar qgue, en
nuestras condiciones experimentales, los resultados obtenidos
sobre el aumento de afinidad del sistema para el transporte
de L-alanina cuando se somete a 1os animales a un ayuno
progresivo, estan intimamente relacionados con cambios
estructurales en la(s) proteinaf(s) transportadora(s).
Trabajos realizados sobre el estudio del transporte de
L-leucina en c¢élulas Chang del higado (TaKadera y Mohri,
1983) demostraron que el efecto del HNEM se centraba
especialmente en el componente de baja afinidad del sistema
responsable de la captacidén de L-leucina. Este efecto,
quedaba reflejado principalmente en un aumento de afinidad
del sistema, y un decenso de 1la capacidad (Vmax). Estos
autores describieron gue en presencia de HNEM, el componente
de baja afinidad del transporte de L-leucina modificaba sus
parametros cinéticos mediante un descenso en los valores de
Km (de 8 a 4 mM) vy de Vmax (de 12 a 6 nmol/min por mg
proteina), mientras gque 1la componente de alta afinidad
aumentd el valor de Vmax de 38 a 7 nmol/min por mg proteina.
Evidentemente, la observacién de dos componentes, de distinta
afinidad, en un mismo sistema de transporte para un
aminoacido en concreto, indica la posibilidad de la
existencia de formas moleculares distintas encargadas de 1la
captacioéon de este aminoacido, dependiendo de las
concentraciones circulantes del mismo., Es interesante seifalar
que en los primeros trabajos realizados sobre este sistema
independiente de HNa* (Oxender y Christensen, 1963) no se
discutian estos aspectos, pero sin embargo, después de 1la
identificacién del sistema L en hepatocitos (McGivan y c¢ol,,
1977) Yy posteriormente, con 1los +trabajos realizados en
cultivos de hepatocitos (Handlogten y col.,, 1982b), se llegd
a la conclusién de asignar cada componente a un sistema
distinto gue fueron denominados Li y La. Estos dos nuevos
sistemas poseian entidad propia con caracteristicas cinéticas
bien diferenciadas, el sistema Li posee alta afinidad (50
wM) mientras que el L2 Presenta baja afinidad
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(500U H). La aparicion de los dos sistemas, de todas
formas, es confusa, puesto gue parece ser que el Li aparece
en un cultivo de hepatocitos después de las primeras 24
horas, precisamente cuando decrece la actividad del sistema
Le2. Parece ser gque la aparicién del L1 es dependiente de
sintesis de nove de proteinas y ARN (Handlogten y c¢ol,,
1982Db). Estos resultados nos muestran c¢omo entidades
cinéticas adscritas originariamente a un dnico sistema son
selectivamente afectadas por agentes modificadores de grupos
tiol como el HEM, NHuestros datos no nos permiten establecer
si el sistema A o el ASC, ¢ ambos, son 10s responsables de
estos cambios, pero el hecho de gque en todos 1los grupos
experimentales sea posible 1la linearizacién de 1las tasas de
transporte hace pensar en cambios compensados en ambos
sistemas, de otra manera cabria esperar 1la aparicién mas
marcada de dos componentes en 1la representacién de Eadie-
Hofstee y se perderia 1la linearidad. La alta correlacidén
entre las KXj,p del efecto inhibidor y 1las Km para el
substrato cuando la proporcidon de A y ASC en el transporte
total parece inalterada, Sugiere que nuevas formas
moleculares presentan centros activos c¢on una conformacisn
modificada, de forma que laf{s) proteina(s) transportadora(s)
se hace(n) mas afin(es) para el substrato. Es tentador
imaginar que un eventual grupo ~-SH implicado en la funcidén
transportadora se hace mas asequilble para el substrato y, en
la misma medida, para el agente que 1lo modifica (NEM o
PCHMEBS). La cuestidn es ahora determinar gque quiere decir
"forma molecular nueva". Pensar en 1la expresion de genes
c¢odificando un tipo de proteina con propiedades funcionales
muy parecidas a A o ASC pero con caracteristicas ciné&ticas
algo distintas se hace dificil, en una situacidn fisioldgica
caracterizada por un balance proteolitico hepiatico (Goodman vy
Ruderman, 1980), La reciente posibilidad sugerida por Dawson
y CooK (1987) de dque el sistema A pudiera ser modulable por
fendémenos de fosforilacién-desfosforilacidén parece mucho mas
atractiva, en una situacién como la de ayuno, donde muchos
rarametros hepiaticos son modulables por los cambios
hormonales mediante mecanismos de esta 1indocle. Por otro lado,
los trabajos de Fehlmann y col. (1979b) donde se demuestra
gque la aparicién de una componente de alta afinidad en
respuesta al ayuno depende de sintesls proteica, en ningan
caso cofirma gque 1la proteina sintetizada de novo sea la
responsable directa de esa componente altamente afin. En
cualgquier c¢aso, nuestros resultados demuestran qgque la
respuesta al ayuno es un modelo fisiolégico 1ideal donde
correlacionar cambios lIn viIvo con modificaciones estables
de los transportadores a nivel de membrana plasmatica.
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5. 3. EXPERIENCIA 2

.Tal como se ha indicado en el apartado 41.2.34. de 1la
Introduccién de esta memoria y en 1los objetivos propuestos,
la gestacidén se acompafa de un significativo incremento en la
captacién hepatica de aminoicidos, especialmente de alanina,
que no es debida a cambios apreciables en la asequibilidad de
substratos. Este es pues también un buen modelo fisioldégico
para intentar determinar hasta qué punto las capacidades
hepaticas para captar aminoacidos detectadas 1In vivo,
pueden correlacionarse c¢on cambios en las caracteristicas
cinéticas de los transportadores de membrana,

En esta experiencia, hemos utilizado preparaciones de
membrana plasmiatica de higado de ratas virgenes y gestantes
de 21 dias, para averiguar si la capacidad hepatica para
captar L-alanina se veia incrementada en 1las hembras
gestantes a término, por medio de un efecto estable a nivel
de membrana plasmitica.

Al igual que se ha indicado en el precedente apartado
de esta discusiodon, el elemento previo imprescindible para
poder obtener conclusiones vialidas de nuestros resultados, es
la comprobacidén de la homogeneidad estructural y funcional de
las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica

obtenidas en ambos grupos experimentales. Los mismos
requisitos que se cumplian en el apartado anterior
(Experiencia 1), también se cumplen en esta experiencia; con

la tdnica salvedad de la mayor recuperaciéon de actividad
5/Nucleotidasa en las preparaciones de ratas gestantes. No
obstante, €sto no representa ningidin problema dado que el
nivel de enriquecimiento del marcador de membrana plasmitica
resultdé ser muy similar en ambos grupos experimentales.

La capacidad c¢oncentrativa de L-alanina por las
vesiculas de animales gestantes de 21 dias fue superior a la
de las ratas virgenes, 1o cual puede estar relacionado con
las evidencias obtenidas 1In vivo (Casado y col,, 1987a).
Los resultados descritos en este trabajo demostraron gque 1los
higados de 1los animales gestantes captaban m&s alanina que
los animales virgenes. Aunque en la medicidén de la captacién
de aminoiacido en funcidén del tiempo, no se pueda asegurar dque
se hayan modificado 1las constantes cinéticas del transporte
del substrato, si que se puede obtener una informacidédn de
las condiciones necesarias rara el estqdio de estos
parametros. Consideramos que el tiempo de 10 s es el mas
adecuado para los estudios de la c¢inética del transporte que
se discutiran a continuacién, puesto gque se estia en
condiciones muy c¢ercanas a la velocidad inicial y ademas,
porque este tiempo permite obtener un Dbuen margen de
sensibilidad en las medidas de +transporte realizadas en
nuestras condiciones experimentales, Similares condiciones Yy
resultados se han obtenido en trabajos anteriores realizados
con animales de 12 dias de gestacidn (Pastor-Anglada y c¢ol,
1987). La evolucidén del contenido intravesicular de L-alanina
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en presencia de kKt y ausencia de gradiente electroguimico
de Na' en el medio, nos permite sugerir gque no existen
diferencias significativas entre 1los volimenes vesiculares de
ambas preparaciones, por 1lo tanto las diferencias obtenidas
en las distintas captaciones de aminoacido no pueden ser
debidas a hetereogeneidad de las prevaraciones de los grupos
experimentales.

Cuando se estudidé el transporte de L-alanina en funcidén
de una concentracion creciente de aminoicido se observd que
la captacidn de substrato variaba dependiendo del tipo de ién
que se introdujo en el medio. El transporte de L-alanina en
presencia de potasio 100 mM incrementdé linealmente con 1las
concentraciones crecientes de aminoacido, 10 cual se atribuye
normalmente a un proceso de difusidén pasiva (Pastor-Anglada,
1985). Los coeficientes de difusidon encontrados para ambas
preparaciones de membranas vesiculadas fueron similares en
nuestras condiciones experimentales. Cuando se estudia 1la
captaciéon de L-alanina en presencia de sodio, se obtiene una
curva que al sustraerle los datos de la difusidén se ajusta a
una cinética de transporte de tipo Michaelis-HMenten.

La gestacidén induce un incremento en la capacidad de
transportar L-alanina por el higado sin producirse una
modificacion significativa de su Km (afinidad por el
substrato). Nuestros valores de KXm han sido de 1a misma
magnitud que 10s descritos por otros autores que estudiaron
l1a captacidn de alanina en vesiculas de membrana plasmatica
de higado de rata (Sips y col., 1980b; Rosenthal y c¢ol.,:
1985; Pastor-Anglada y col., 1987), Yy estan en concordancia
con lo descrito en el apartado anterior (ver apartado b5.2.).
La diferencia encontrada en la Vmax durante el periodo de
gestacidn también esti de acuerdo con 1los resultados
encontrados en anteriores trabajos (Pastor-Anglada y col.,
1987). Debido a que el valor de Km estia en el margen superior
de 1las concentraciones fisioldgicas de alanina en 1la vena
porta (alrededor de 2 mM), es de suponer que fluctuaciones en
la asequibilidad del substrato pueden influir sobre 1la
captacidén hepatica. Esto no parece ser el caso de 1la
gestacién a término donde no se producen cambios en la
asequibilidad de alanina (Casado y col., 1987a), pero puede
ser importante a 1la mitad de 1a lactancia, cuando la
asequibilidad de este aminoacido esti incrementada (Casado vy
col., 1987b).

Dado gue el incremento de Vmax observado es muy pequeno
el calculo de 1los indices de captacidén nos ha permitido tener
una visién mas - fisioldégica de 1o que estos cambios
representan a nivel del organismo entero. Debido a que el
higado de las ratas gestantes es hipertrdfico e hiperplasico,
nosotros sugerimos gque ambos factores pueden contribuir al
aumento absoluto de la actividad del transporte de L-alanina
Iin vivo. Esto significa que no solo existen mas células vy
consecuentemente mas transportadores, sino que también hay
mis transportadores por célula. Por otro 1lado, 1la capacidad
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hepatica para captar alanina permanece incrementada cuando se
expresa por 100g de peso corporal. Estos datos estan de
acuerdo con las observaciones previas hechas iIn vivo dque
muestran un incremento neto de la captacidén de alanina por el
higado de ratas gestantes a término cuando se expresan
también por 100g de peso corporal (Casado y col.,, 1987a). De
todas formas, parece extrano que solo un 207 de incremento en
este parametro pueda explicar enteramente 1la captacidén
hepitica neta encontrada iIn vivo. El c¢&alculo de los
resultados obtenidos sobre la captacidn de L-alanina por g de
tejido y por tejido total, muestran al igual gque c¢con el
anterior, un incremento en la capacidad de las ratas
gestantes de captar L-alanina por parte del higado. En el
paramétro que tiene por referencia 1la cantidad de tejido
total es de vital importancia el incremento de masa hep&atica
experimentado por 1los amimales gestantes.

Cuando se calcularon 1os indices de nutilizacidén de
L-alanina, dentro del margen de concentraciones fisioldégicas
de este aminoacido, se pudo observar gque para todas las
concentraciones ensayadas se detecta una mayor captaciodon
hepatica en las ratas gestantes, 10 cual, estaria de acuerdo
una vez mas con los resultados obtenidos en las experiencias
realizadas in vivo,

En cualquier c¢aso, nosotros c¢reemos gque el estado
hormonal de la vena porta debe ser un factor fundamental y
regulador de la captacidon de aminoacidos por el higado In
vivo y bprobablemente éste sea uno de los factores que
rermita establecer el nexo de unién entre las observaciones
in vivo e 1In vitro. No hay gque olvidar gque, si Dbien
en este caso, también pueda hablarse de una cierta
correlaciéon entre 1o0s balances hepaticos medibles iIn vivo
Yy los cambios estables a nivel de membrana plasmatica, no
puede pensarse que los ligeros cambios de Vmax son el eje de
las adaptaciones observadas en 1la gestacién a término.
Hormonas como el glucagén y factores de crecimiento como el
EGF (factor de <c¢recimiento epidermal) pueden  ejercer un
efecto a corto plazo gque se +traduce en una accidn
estimuladora del +transporte de alanina en hepatocitos
aislados (Moule y col, 1987; Moule y HMcGivan, 1987). Ademas
los niveles plasmaticos de EGF estan incrementados durante la
gestacidn en ratéon (Kurachi y OKa, 1985) y algunas funciones
metabdlicas hepaticas son resistentes a la insulina (Leturque
Yy c¢ol.,, 1987). Asi pues, cabe pensar en una modificacidn de
la respuesta normal del transporte a la relacion
insulina/glucagén portal. Evidentemente estos efectos se
prierden después del proceso de purificacién de vesiculas de
membrana plasmatica.

La evidencia de la existencia de efectos hormonales
directos sobre el transporte hepatico de aminoidcidos ha sido
el objetivo de la Experiencia 4 de esta memoria gque se
discutira mias adelante.
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5.4, EXPERIENCIA 3.

Hasta el moemento hemos podido estudiar dos modelos
fisiolégicos caracterizados por un descens¢o (ayuno) Y un
mantenimiento (gestacidn) de la asequibilidad hepatica de
alanina. La lactancia, por el contrario, es un estado
fisioldégico dque se acomparna de una elevada asequibilidad

hepatica de este aminoacido (Casado y col., 1987h). Podria
pensarse que ésto es debido a la conocida hiperfagia propia
de este periodo (Shirlevy, 1984), pero los resultados antes

mencionados se obtuvieron en condiciones casi post-~
absortivas, hecho que induce a pensar que la alanina que
llega al higado debe ser mayoritariamente de origen endsdgeno.
En estas condiciones, el higado de las ratas lactantes capta
casi tres veces mas alanina que el de las ratas controles,
cuando el cambio de asequibilidad es tan sé6lo de un 30%. En
su momento hipotetizamos dgque esta adaptacidén podria
correlacionarse c¢on cambios en las caracteristicas cinéticas
de los transportadores implicados en el transporte hepatico
de este aminoacido. En esta experiencia abordamos este punto
en concreto,.

De forma similar a 1o descrito en las anteriores
experiencias, nuestras preparaciones vesiculares fueron
perfectamente homogéneas, independientemente de la situacién
experimental. LLos enriquecimientos y recuperaciones de 1los
enzimas marcadores de membranas subcelulares son del mismo
orden de magnitud gque 1los encontrados en el resto de
experiencias.

Dado que en los experimentos In vitro, realizados
c¢on preparaciones de membrana plasmiatica, se utilizd una
concentracioéon de L-alanina i mM (rango fisiolégico),
consideramos 9gque 1la mayor capacidad concentrativa de las
vesiculas de 1los animales lactantes de {5 dias, podia
correlacionarse con la mayor captacidén hepitica neta de
alanina observada in vivo (Casado Y col., 1987Db). NHo
obstante, el analisis cinético de la componente de transporte
dependiente de sodio del higado de 1las madres lactantes,
reveld modificaciones tanto de capacidad mé&xima de transporte
(descenso de Vmax) como de su afinidad para con el substrato
(descenso de Km).

Basandonos en 1la recuperacién de 5’Nucleotidasa, 1los
resultados gue obtuvimos de 1los indices de captacién hepatica
de L-alanina 1indican gque por gramo de tejido los animales
lactantes captan menos que los controles, esto es un reflejo
del descenso de la capacidad maxima del sistema durante la
gestacidon (Vmax) y, por otra parte, el mantenimiento durante
este periodo de la concentracién de proteinas hepiaticas por
gramo de tejido. Debido al incremento de la masa hepatica
durante el periodo de lactancia, aproximadamente un 60/, se
Puede observar que cuando se calcula 1a capacidad de
transporte hepatica total, las madres lactantes presentan
valores mas elevados que 1los animales virgenes. Viia Yy
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Williamson (1981) discuten sus resultados sobre estudio de 1la
captacién en hepatocitos, justificando gque en la lactancia el
higado se encuentra en un estado de hipertrofia y gque por
este motivo, 108 resultados gque obtienen, en 1os gue se
describe una disminucién en la captaciéon de L-alanina 1In
vitro por hepatocitos aislados, no necesariamente puede
indicar una tendencia en 1la captacion hepiatica total. Cuando
se analizan 1los resultados obtenidos al calcular el valor de
captacion hepatica por 100g de peso corporal, se observa que
la lactancia no induce cambios que modifigquen este parametro,
debido a que a pesar de gque los higados de 1los animales
lactantes captan ligeramente mas gque 1los de 1los animales
virgenes, 1los pesos de las madres lactantes de 15 dias
también son algo mayores, con 1lo cual esta relacidn provoca
que no existan cambios en la captacidon hepiatica relativa en
este parametro. Aparentemente estos resultados no estarian de
acuerdo con lo descrito anteriormente en 1la bibliografia
{(Casado Yy <¢ol., 1987Th); donde se observd gque en este
parametro existia un aumento en 1la captacidén heriatica de
alanina 1In vivo en madres lactantes.

No obstante, hasta ahora, nos hemos referido a
capacidades totales, es decir, indices de captacion
calculados a partir del valor de Vmax. Es interesante
constatar que el estudio de los indices de captacién hepatica
de L-alanina en 1las madres lactantes de 15 dias, dentro del
rango de concentraciones fisioldégicas, indica sin lugar a
dudas que el higado de las ratas lactantes capta mas que el
de 1las virgenes. Este resultado estia +totalmente de acuerdo
con lo descrito por Casado y col. (1987b), de manera que a
pesar de 1o anteriormente expuesto, 1los resultados del
estudio realizado in vivo estan en concordancia con 1los
que nosotros hemos encontrado iIn vitro. La diferencia
fundamental reside en el hecho de dque para el estudio
cinético se han utilizado concentraciones de aminocacido
comprendidas dentro de un amplio margen, de manera gque se
pueda llegar a saturar el sistema, mientras que los estudios
in vivo estan mas relacionados con los resultados
obtenidos en las pruebas dentro del rango de concentraciones
fisioldgicas (entre 0.4 b4 2 mM). Nuestros resultados
permitirian explicar rarcialmente las divergencias
encontradas en 1la bibliografia con respecto a la captacion de
L-alanina por el higado, ya gque en 1los trabajos de Vida y
wWilliamson (i1981) se describe que los hepatocitos aislados de
ratas lactantes 1incubados con una concentracidn de 5 mH,
captan el 3i/ menos que los de ratas virgenes, sin embargo,
la captacién por el higado de ratas lactantes encontrada in
vivo por Casado Yy col. (1987Db), es de aproximadamente unas
tres veces mAS gue las controles. Parece 1é6gico pensar gque en
la situacién In vivo el sistema no estaria saturado, vya
gue la c¢oncentracién portal de aminoidcido es aproximadamente
de 05 mM (Vifa Yy Williamson, 1981; Casado Yy col.,, 1987b),
es decir, en el rango en el que los indices de captacién se
hallan incrementados, mientras que en 1las incubaciones in
vitro, al ser realizadas a una c¢oncentracién de 5 mM, el
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sistema esti probablemente saturado (Km 1.2 mM) encontriandose
una captacidéon inferior en estos hepatocitos, 10 cual estaria
de acuerdo con el descenso observado de Vmax. Paralelamente,
las mismas consideraciones gue se hacian en relacién a 1los
eventuales efectos del c¢ontexto hormonal portal siguen siendo
igualmente validas para esta situacion fisioldégica en 1la gque
la relacidén Insulina/Glucagdén se encuentra también disminuida
(Burnol ¥y c¢ol,, 1983).

Al 1igual que comentibamos en la experiencia dedicada a
1a adaptacion al ayuno, el descenso de afinidad observado en
el grupo de madres lactantes de 15 dias, debe ser
caracterizado exhaustivamente, Ello quiere decir, que debe
establecerse la magnitud de la participacion relativa de 1los
sistemas encargados mayoritariamente (A y ASC) de la
captacion total de L-alanina dependiente de sodio.

Utilizando las posibles estrategias que ya mencionamos
anteriormente para discernir entre los sistemas encargados de
la captacidén de alanina, realizamos 1a incubacidéon de 1las
preparaciones vesiculadas en presencia de MeAIB y otros
aminoacidos naturales transportados mayoritariamente por
diversos sistemas de transporte. Es importante sefialar que la
inhibicién causada, por MeAIB que normalmente se utiliza
para distinguir entre los sistemas A y ASC (Kilberg y c¢ol.,
1979; XKilberg y col., 19814; Christensen y c¢ol., 1985), fue
superior en las preparaciones de ratas 1lactantes, 10 que
indica un incremento en la participacion relativa del sistema
A. De 1igual manera, el aumento de inhibicidn provocada por
L-prolina, aminoicido captado mayoritariamente por el sistema
A (Bourdel vy Forestier, ig82), en las vesiculas de ratas
lactantes, confirmaria esta posibilidad. Los resultados
obtenidos para los demas aminoacidos, L-cys, L-gln ¥y L-1leu,
substratos mayoritarios de los sistemas ASC (Kilberg y <c¢ol.,

1979), N (Kilberg y col., 1980; Jacob y col. 1986) ¥y L
(Oxender y Christensen, 1963) respectivamente, no estan por
regla general en contradiccidn con el aumento de la

participacién del sistema A en la captacidén total de
L-alanina.

La otra prueba que utilizamos, para intentar
identificar si la posible causa que modificd 1os parametros
cinéticos del transporte de L-alanina en nuestras

preparaciones vesiculares fueron debidas a un cambio en 1la
participacidon relativa de 1los sistemas de transporte
implicados, ha sido la sustitucidon del 1idn en las
incubaciones realizadas. Al sustituir el sodio por el litio
en los gradientes electroquimicos se puede estudiar 1la
tolerancia de los sistemas de transporte de L-alanina a este
idén. Kilberg y col. (1979) describieron que en higado el
sistema A es menos tolerante al 1litio que el ASC, Esta
estrategia ya se ha utilizado con anterioridad (Edmondson ¥

col., 1979; Bourdel y Forestier, 1982; Bourdel y col., 1989)
para discernir entre la participacién de ambos sistemas tal y
com sSe ha 1indicado previamente en el apartado 5.2.. Al
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incubar nuestras vesiculas, en el rango de concentraciones
fisioldégicas (1 mM), y dentro del espacio de tiempo cercano a
la velocidad inicial del transporte, se pudo observar una
mayor 1nhibicidon por el efecto del 1litio en la captacidon de
las vesiculas de ratas lactantes. Estos resultados también
son compatibles con una mayor proporcidén relativa del sistema
A en 1la captacidén de L-alanina por estas vesiculas. El
resumen de estas dos estragegias, c¢oincide en remarcar que en
el estado de lactancia, existe una mayor participacién del
sistema A en la captacién de L-alanina por las vesiculas de
membrana plasmitica de higado de rata, 10 cual, obviamente,
debe acompaiiarse en un descenso en la proporcidén de ASC. Este
hecho explicaria las variaciones observadas en la capacidad
del sistema (Vmax) vy muy especialmente en su aumento de
afinidad (descenso de Km).

Un cambio substancial en la proporcidén de los sistemas
responsables del +transporte de L-alanina puede también
quedar reflejado en una varliacidén del patrdén de inhibicidn
provocado por agentes modificadores de grupos -SH. Si es
verdad que existe una modificacidon en 1la participacisn
relativa, cosa que ya parece demostrada con las anteriores
pruebas, la inhibicién efectuada por moléculas, tales como
NEM y PCMBS, puede verse alterada respecto a la efectuada en
el grupo de animales virgenes. Las formas moleculares de los
dos sistemas de transporte (A y ASC) tienen dque ser, en
principio, algo distintas debido a la especificidad del
sistema ASC en reconocer substratos metilados que no es capaz
de transportar (Kilberg y col., 1979). En este contexto, ha
sido descrito con anterioridad el diferente c¢omportamiento
presentado, por los grupos -SH de proteinas transportadoras
de membrana, cuando estas se ven sometidas a una incubacidon
con NEM (Mohri y col., 1980). De los resultados descritos en
este trabajo puede concluirse que las moléculas
transportadoras responsables del sistema ASC, no se verian
tan ‘afectadas como las del sistema A, Por una inhibicidén por
el HNEM. Si1 a esto, afiadimos que el PCMBS es mucho mas
efectivo en su accidén inhibidora que su homélogo, para el
sistema A, resultado que esta descrito en 1la bibliografia
prara el transporte de prolina en mioblastos L6 (Xlip y col.,
1982), una incubacién de las preparaciones vesiculares c¢on
estos agentes modificadores de grupos sulfidrilo nos podria
dar mias informacidén al respecto, sobre la hipotesis antes
mencionada.

Al analizar los resultados de las inhibiciones
efectuadas por NEM y PCMBS en nuestras vesiculas, se puede
observar c¢omo las preparaciones de animales lactantes son
menos resistentes a la inhibicidén por estas moléculas.
Nuestros resultados inducen a pensar en dque existen formas
moleculares distintas encargadas de la captacion del
aminoacido, © gue por el contrario, 1las formas que
normalmente se encargan de este transporte han variado en su
proporcién relativa a 1la hora de su participacién en 1la
captacién de L-alanina. BEsto esti relacionado claramente con
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lo descrito con anterioridad sobre la diferente reactividad
de 1los distintos grupos sulfidrilo de 1los diversos sistemas
de transporte implicados mayoritariamente en 1la captacién de
L-alanina (Mohri y col,, 1980). Utilizando otras pautas de
trabajo, estudios realizados en hepatocitos aislados,
determinando 1a resistencia diferencial de los diferentes
sistemas de transporte hepaticos, en diversas lineas
celulares de hepatomas, a la inhibicién por agentes
modificadores de grupos sulfidrilos, describen gque en
hepatocitos aislados no transformados (control) el NEM inhibe
alrededor de un 84/ el sistema A y de un 66Z el ASC (Kilbersg
Y col.,, 1988). Estos mismos autores encuentran que Ila
inhibicion efectuada por el PCMBS en estas c¢élulas también
fue ligeramente diferente, siendo de un 73 y 68/ para A y ASC
respectivamente. Recientemente, también se han realizado
experiencias sobre el efecto iIinhibidor del HNEM, a una
concentracién de 0.4 mM, sobre el transporte de L-alanina en
vesiculas de membrana plasmitica de higado de rata, separando
la captacidon resistente al MeAIB, sistema ASC, y 1la
componente perteneciente al sistema A (Pola, 1989). En estos
resultados se observa que el NEM ejerce una inhibicidén de
aproximadamente un 157 mA&s al transporte de alanina
dependiente de sodio mediado por el sistema A, gue al
realizado por parte del sistema ASC. Dichos resultados
refuerzan, aun mas, lo encontrado en las inhibiciones por
diferentes aminoiacidos Yy por la sustitucién del ién HNa*t
por el Li*t en el medio de 1incubacidn, en los que se
sugeria una modificacién en 1la proporcidén relativa de 1los
sistemas de transporte de alanina, aumentando
proporcionalmente la captacidén de aminodcido por el sistema
A,

Un dltimo punto a considerar, ya al margen de
caracterizacién Dbioquimica del cambio de afinidad del {de
los) transportador(es) de L-alanina, es el significado
fisioldgico de una adaptacion de esta indole, En el caso de
la respuesta al ayuno, el aspecto teleoldgico de 1la

adaptacidn parece claro. En este caso la cuestion es algo mas
compleja, en tanto que es dificil correlacionar un aumento.de
afinidad cuando la asequibilidad hepatica de alanina se halla
también incrementada. Existen evidencias que sugieren que la
glandula mamaria es el drgano principal responsable del
metabolismo de aminoadcidos durante la lactancia (Williamson,

1986). Esto se ha valorado mediante diferencias
arteriovenosas (Vina y c¢ol., 1981; Viida y Williamson, 1981) o
por incubacidén de acinos aislados de glandula mamaria (Viida

y Willianson, 1981). Los aminoacidos son utilizados por este
organo principalmente para la sintesis de proteinas de 1la
leche y lipogénesis (Vifia y Williamson, 1{981{). Por otra parte
Yy Dpuesto que el periodo de lactancia estia marcado por una
conocida hiperfagia (Shirley, 1984), se ha sugerido que el
exceso de aminoacidos suministrado por la dieta podria ser
metabolizado por la gliandula mamaria y el higado, debido a
los altos requerimientos de estos dos organos durante este
periodo (Casado y col., 1987h). . .
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No obstante, 1la 1lactancia se caracteriza por otra
importante adaptacidén, la cual podria, al menos parcialmente,
contribuir a explicar los cambios detectados en los
parimetros cinéticos de captacién hepatica de L-alanina. A
pesar de la ya mencionada hiperfagia, la rata lactante es
marcadamente hipoglucémica en condiciones 1inmediatamente
post-absortivas, 10 cual se acompana de unas tasas de
produccion enddgena de glucosa superiores a las proplas de
los animales controles (Burnol y c¢ol.,, 1986). De 1la misma
manera, las tasas de utilizacién basal de glucosa por algunos
musculos esqueléticos como el Eplitrochlearis b4 el
Extensor Digitorum Longus estan sensiblemente disminuidas
en las madres lactantes (Burnol y c¢ol.,, 1987), lo cual puede
interpretarse, conjuntamente. con la mayor produccién hepatica
de glucosa, como el resultado de una adaptacidén ante una
situacidon de elevados requerimientos de este substrato
energético, como si de wuna respuesta al ayuno se tratara,
pero con la salvedad de que ésta es una situacidon fisioldgica
normal. El origen de esta adaptacidén metabdlica debe buscarse
sin lugar a dudas en la elevada captacidn de glucosa por la
glindula mamaria, la cual es a su vez extremadamente sensible
a la privacién de alimento y a 1la realimentacidén (Jones y
Williamson, 1984; Page y Kuhn, 1986). De forma perfectamente
coherente con este cuadro metabdlico, se ha podido comprokar
que en condiciones casi post-absortivas, Iin vivo, el
higado de las madres lactantes capta una abundante cantidad
de substratos gluconeogenéticos, principalmente lactato y
alanina (Casado y c¢ol,, 1987b,c) a la vez que la actividad
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa hepatica se encuentra
incrementada (Garcia-Ruiz y c¢ol.,, 1983). Asi pues, un
contexto metabdlico ya de por si "gluconeogenético", ligado a
los elevados requerimientos de glucosa de 1la glandula
mamaria, sensibles a 1los propios ritmos circadianos de
ingesta, seria compatible c¢con una adaptacién estable a nivel
hepatico c¢como la que nosotros hemos descrito. La distinta
rarticipacién relativa de ambos sistemas A y ASC, comportando
una mayor afinidad para captar L-alanina por parte del
higado, seria coherente con una adaptacidéon estable destinada
a garantizar 1la capacidad hepitica para mantener tasas de
transporte de aminoacidos gluconeogenéticos incrementadas en
aquellas condiciones de eventual descenso en la
asequibilidad, hecho é&ste que dgquizas pueda observarse dentro
del propio ritmo circadiano de 1ingesta, sin necesidad de
rensar en condiciones mas extremas como puede ser un ayuno a
corto Dplazo.
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5. 5. EXPERIENCIA 4

El objetivo de las tres experiencias anteriores era el
de determinar hasta qué punto los cambios en las tasas netas
de captacidén hepatica encontradas in vivo prodian
correlacionarse con cambios en 1las caracteristicas cinéticas
de 1los transportadores determinadas in vitro. De manera
general, el conjunto de resultados hasta ahora discutidos
permiten establecer un cierto nivel de correlacidn entre las
captaciones netas encontradas In vivo Yy los cambios en
los parimetros cinéticos de 1los sistemas de transporte
encontrados in vitro. Probablemente el caso mas
significativo es el de la adaptacién al ayuno, donde la alta
correlaciéon entre 1los niveles portales de alanina y el
aumento de afinidad de l1o0s sistemas de transporte
responsables de su captacidn, indican gque el higado es capaz
de responder a estimulos fisioldégicos (descenso progresivo de
asequibilidad de substrato) mediante cambios estables a nivel
de la membrana plasmatica. Este tipo de correlaciones se ha
intentado establecer anteriormente en otros modelos
experimentales, como por ejemplo, la adaptacidén a dietas
hiperproteicas (Rémésy Yy c¢ol,, 1978; Fafournoux Yy col.,, 1982;
Fafournoux y c¢ol,, 1983; Rémésy Yy c¢ol., 1988), la diabetes
experimental (Barber y c¢ol.,, 1982; Brosnan y ¢ol., 1983;
Rosenthal y c¢ol.,, 1985), 1la gestacidn (Pastor-Anglada y col,,
1987) o el desarrollo post-natal (Casado y col,, 1988). En
algunos casos las caracteristicas cinéticas de los
transportadores permiten explicar perfectamente 10 que ocurre
in vivo (caso de  gestacidn, diabetes (o] dietas
hiperproteicas), sin embargo en otros casos establecer el
nexo de unidén entre ambos modelos resulta mas conflictivo
{caso del desarrollo post-natal). Lo gque es evidente es que
la captacién neta in vivo puede depender también de
factores que, obviamente, no se encuentran presentes a la
hora de evaluar un modelo in vitro (higado perfundido,
hepatocitos en suspensién o en cultivo y vesiculas de
membrana plasmatica).

Un primer factor a considerar es el propioco metabolismo
hepatico, el cual, si Dbien se encuentra presente en los
dos primeros modelos antes citados, también es cierto qgue
puede estar alterado por 1los procesos de aislamiento de
células parenquimales y en el caso del uso de vesiculas de
membrana plasmatica estia completamente ausente. Para el caso
concreto de la alanina, su transporte a través de la membrana
plasmatica del hepatocito parece ser factor limitante de su
metabolismo (Sips ¥y col, 1980b; Groen Yy col.,, 1982). Quizas
por ello, cuando se incrementan 1los niveles portales de
alanina mediante 1infusidén exégena iIn vivo, se obtiene una
cinética saturable de la cual se deduce que la concentracién
portal necesaria para conseguir la mitad de la tasa maxima de
utilizacién de alanina In vivo es del mismo orden gque 1la
Km determinada In vitro (Fafournoux y col.,, 1983). Es
interesante sefnalar que para otros substratos activamente
captados por el higado este tipo de correlacién no existe.

178



Este seria el caso del lactato. Estudios recientes sobre el
transportador de lactato en vesiculas de membrana plasmatica
de higado de rata permiten observar una Km para este
substrato del orden de 2.5 mM (Quintana y col.,, 1988). No
obstante, cuando se infunde lactato a ratas ayunadas c¢on el
fin de incrementar sus niveles portales (de forma analoga al
experimento con L-alanina) y se mide su captacion neta, no se
obtiene una saturacién en el rango de concentraciones
estudiadas (hasta 5 mM) (Felipe y c¢ol,, 1989 Esto sugiere
que en estas condiciones el metabolismo hepatico juega un
papel importante a la hora de determinar 1los balances in
vive para este metabolito,

Un segundo factor a considerar es el contexto hormonal
presente en 1la vena porta, Es obvio seiralar gque en 1la
utilizacién de cualqguier modelo in vitroe el factor
hormonal se halla ausente, si Dbien las condiciones de
incubacidén pueden ser modificadas exdégenamente por el
investigador. La vena porta se constituye como el principal
suministrador de aminoidcidos al higado, tanto por el elevado
contenido de estos compuestos, como por el flujo sanguineo
portal, gque representa alrededor del 70/ del flujo hepatico
{(Rémésy Yy Demigne, 1983; Rémésy Yy c¢ol,, 1983; Casado y col,
1987a,b,c). De igual manera, las posibles modificaciones en
la relacidén insulina-glucagoén, gque se pueden producir en esta
vena debido al estado nutricional del animal (Jarousse Y
col.,, 1980), pueden modular de forma importante 1la propia
captacién hepatica de substiratos.

Las primeras evidencias de los efectos del glucagdn
sobre la captacidn hepatica de aminoacidos neutros provienen
de estudios con hepatocitos aislados, donde se demuestra un
efecto inductor de la hormona sobre la actividad del sistema
A (Le Cam y Freychet, 1976;Fehlmann y col,, 1979a). El1 efecto
inductor de una componente de alta afinidad, asimilable al
Sistema A, se da también por efecto de 1a 1insulina vy, en
ambos casos, es inhibible por cicloheximida, de 10 cual se
deduce que dicho efecto es dependiente de sintesis proteica.
En trabajos posteriores en hepatocitos aislados se puso de
manifiesto un efecto a corto plazo del glucagdén (Edmonson Yy
Lumeng, 1980). Estos autores describen que a 1los cuatro
minutos de preincubacidn con glucagén (tiempo minimo
estudiado), se observa una importante estimulacidén del
transporte dependiente de sodio de L-alanina no inhidible por
cicloheximida. Es 1la primera vez que se suglere un papel
regulador del glucagdén, a muy corto plazo, sobre la captacién
de aminoacidos neutros por cé&lulas parenquimales hepaticas.
Este efecto se ha estudiado con detalle muy recientemente por
McGivan y col, Yy parece estar ligado a cambios en 1la
polarizacidn de 1la membrana plasmatica (Moule y col.,, 1487).

Nuestra wultima eXxperiencia ha pretendido poner de
manifiesto eventuales efectos hormonales a corto plazo. sobre
la captacioén de L-alanina por vesiculas de membrana
plasmiatica de higado de rata. Es la primera vez, que sepamos,
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que se utiliza este modelo para este tipo de aproximaciones.
Hos hemos cenido al estudio con preparaciones de vesiculas de
membrana plasmitica de ratas control, puesto que nuestro
interés ha sido profundizar en los efectos del contexto
hormonal sobre las funciones transportadoras hepaticas.

El principal problema, a la hora de poder evaluar 1los
efectos hormonales a corto plazo sobre 1los parametros de
transporte en este modelo, radica en el corto intervalo de
tiempo durante el cual se mantiene el gradiente
electroguimico de sodio a través de la membrana. Esto es asi
debido a gue las preparaciones de vesicula de membrana no
poseen actividad ATPasa dependiente de HNat y K* (Na-K
ATPasa), no porque el enzima sea inactivo per se, sino
por falta de substrato (ATP) en el espacio intravesicular.
Aungue pudiera parecer superflua esta comprobaciéon, nuestras
preparaciones incubadas en presencia de ouabaina, inhibidor
especifico de 1la Na-K ATPasa (Anner, 198%5), confirman 1lo
anteriormente expuesto.

Nuestras primeras aproximaciones se centraron en el
estudio de los efectos a corto plazo de insulina, glucagon y
factor de crecimiento epidermal (EGF). Los motivos que
indujeron, en un principio, al uso de estos péptidos fueron
principalmente de dos clases: primero, el hecho de que 1la
relacién 1insulina-glucagén en 1a vena porta puede ser un
factor importante en l1a modulacidn de la captacion hepatica
de aminoacidos; segundo, la evidencia de que el factor de
crecimiento epidermal (EGF) también ejerce una estimulacidon a
corto rlazo del +transporte de alanina en hepatocitos
aislados, mediada probablemente por mecanismos ligados a 1la
hiperpolarizacién de la membrana plasmiatica (Moule y McGivan,
1987). En nuestras condiciones sélo era esperable detectar
aquellos efectos que pudieran ser inducidos en el plazo de
tiempo durante el cual se mantiene el gradiente
electroquimico de sodio (cuestiodn de segundos). Los
resultados obtenidos muestran que las vesiculas incubadas en
presencia de glucagén Yy EGF ven modificada su capacidad
transportadora en condiciones cercanas a velocidad 1inicial
(10 segundos). Sin embarsgo, la insulina, no ejercid efecto
alguno en esta misma situacién. Se sabe que en algunos
tejidos, como por ejemplo en misculo esquelético, la insulina
ejerce una accion estimuladora del transporte de aminoacidos
a través del sistema A que cursa en un plazo relativamente
corto (30 minutos) Yy no depende de sintesis proteica (Gumia y
col., 1988). No obstante, dicho efecto tampoco parece
depender del gradiente de sodio, por 1o cual es facil pensar
que un eventual efecto de esta hormona en nuestro modelo
experimental no seria observable durante el tiempo de estudio

empleado.

EGF y glucagdn alteran la capacidad transportadora de
nuestras vesiculas inhibiéndola, lo c¢ual resulta en una menor
capacidad concentrativa de alanina, sin modificaciones en los
valores de equilibrio después de treinta minutos de
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incubacién. La aparente contradiccidon de estos resultados con
lo0 previamente descrito en 1la biblicgrafia, puede deberse al
modelo experimental utilizadec. Nuestros resultados no son
incompatibles, a primera vista, c¢on 1la hipodtesis del equipo
de McGivan (Moule y «c¢ol,, 1987; Moule y HMcGivan, 1987),
segtin la cual el similar efecto estimulador de EGF y glucagon
sobre el transporte hepatico seria mediado por una
estimulacidon del flujo electroneutro de sodio (por accidn del
antiporter Na-~H), lo que a su vez produciria una
energetizacién de 1la HNa-X ATPasa Yy ésta provocaria una
hiperpolarizacién de 1la membrana plasmatica. En nuestro
modelo experimental, 1la segunda fase de este mecanismo
estaria blogqueada dedbido a la falta de substrato para 1la
ATPasa. En estas condiciones cabria esperar un efecto
inhibidor debido al flujo electroneutro de sodic y por lo
tanto a la disipacidn accesoria del gradiente idnico. Desde
un punto de vista funcional, esta hipdtesis seria factible en
tanto que 1la localizacidon de 1los sistemas de transporte de L-
alanina, de 1la actividad Na-K ATPasa y del antiporiter Na-
H es 1la misma, es decir, en el dominio baso-lateral de la
membrana de las células parenquimales hepaticas (Blitzer vy
Donovan, 1978; Van Amelsvoort y <¢ol.,, 1980; Moseley y c¢ol,,
1986).

El hecho de que 1a sustitucion de sodio por 1litio se
traduzca en una menor capacidad concentrativa de alanina por
parte de nuestras preparaciones vesiculares, se encuentra en
perfecta concordancia c¢on 1o descrito en 1la bibliografia,
ya que, como se ha comentado en apartados anteriores, 1os
sistemas A y ASC presentan una resistencia variable a dicha
sustitucién (Edmonson y c¢ol.,, 1979; Kilberg y c¢ol, 1979). De
la misma manera, se sabe gque el antiporter Na-H admite
también 1la sustitucién por 1litio (L’Allemain y Pouysségur,
1987), por 1lo que cabe suponer que en estas condiciones se
mantenga el efecto inhibidor. En realidad asi ocurre para el
caso del glucagdn, pero no para el EGF. Esta aparente
discrepancia puede quizas explicarse por la distinta
efectividad de ambos péptidos en su efecto inhibidor, tal
como se deduce de las pruebas de dosis-respuesta efectuadas.
Para una concentracién de estos compuestos de {0OnM, el efecto
inhibidor observado para el glucagén fué superior al 20/,
mientras que para el EGF la inhibicidén resulté ser alrededor
de un 1{0/.

La posibilidad de que los efectos hormonales estuvieran
ligados a 1a modificacidn del gradiente electroquimico de
sodio se estudidé indirectamente, mediante la determinacion de
la captacién de otros aminoicidos cuyo transportie puede ser o
no dependiente de sodio (glutamina y leucina
respectivamente). La glutamina es captada por 1les. células
hepiticas mayoritariamente por el sistema N (Bradford vy
McGivan, 1978; Xilberg y col, 1980), Este sistema, al igual
Jdue el A, parece ser susceptible de regulacién, ya gque su
actividad se encuentra incrementada en modelos de diabetes
experimental (Barber y col, 1982) y en vesiculas de membrana
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pPlasmatica de higados de ratas previamente tratadas con
glucagon (Schenerman y KXilberg, 1986). El1 sistema L, por el
contrario, no es dependiente de un gradiente electroguimico
de sodio. Este sistema fué descrito en hepatocitos por
McGivan Yy c¢ol,, (1977), y sus +trabajos, Jjunto con estudios
realizados en otros tipos celulares, sugieren gque el sistema
L no presenta control adaptativo (Kelley y Potter, 1978) ni
esta sujeto a regulacién hormonal (Harrison y Christensen,
1971; LeCam y Freychet, 1976; Xilberg y HNehaus, 1977). Por 1lo
tanto, en base a 1o gque se conoce de ambos sistemas, N y L,
cabe suponer gque un modelo de accidén como el propuesto por
McGivan, deberia resultar en una inhibicidn de 1la captacidn
de L-glutamina, pero no de L-leucina. Nuestros resultados nos
rermitieron comprobar que la captacién de L-leucina por 1las
preparaciones vesiculares era mas lenta que la de
L-glutamina; con 10 cual se evidenciaba gue a los 10 segundos
de 1incubacién se estaba en condiciones mucho mas cercanas a
la linealidad gque en el caso de las 1incubaciones c¢on
L-glutamina. Por otra parte, la hipoétesis de que un sistema
de las caracteristicas del L no deberia verse modificado por
la accidon hormonal a 1la gque fué& sometido, se cumple
estrictamente, no existiendo cambio alguno en 10 gque a
captacién de aminocidcido se refiere, cuando se somete a 1la
accion de EGF y Glucagédn. Trabajos anteriores realizados
sobre la captacién de L-glutamina y L-histidina por vesiculas
de membrana plasmatica, evidencian gque el transporte de
aminoiacidos por el sistema N se realiza de forma muy rapida
(Casado vy col.,, 1988; Leonardi y c¢ol., 1988). De igual
manera, cuando las vesiculas eran incubadas a temperatura
ambiente (25°cC), nosotros hemos observado la
imposibilidad de trabajar en condiciones ni siquiera cercanas
a velocidad inicial. A pesar de ello, en estas condiciones,
se observa que la presencia de glucagén modifica ligeramente
el perfil de 1la captacién de L-alanina en funcién del tiempo.
Para conseguir acercarnos a condiciones de linealidad,
repetimos el mismo tipo de experiencia pero a 15°C, En
estas condiciones, c¢omo era de esperar, la velocidad de
captacidén se redujo considerablemente y se observdé un efecto
inhibidor de 1la captacidén por parte del glucagdn, si bien en
condiciones todavia lejanas a las de velocidad inicial.

Para intentar consegulr el poder estar en condiciones
de velocidad inicial y que ademas, las vesiculas estuvieran
sometidas por un tiempo prudencial a la accidén de estias
hormonas, nos planteamos el recurso de sustituir el‘anién del
medio (tiocianato por sulfato). Anteriormente se habian
realizado estudios sobre las modificaciones que se producian
en la captacidén de aminoidcidos cuando se realizaban este tipo
de sustituciones (Sips y col., 1980b; Jacob y col., 1986). La
utilizacidn de sulfato sédico en lugar de tiocianato sdédico
se +traduce en una menor tasa de transporte de L-alanina
(debido a que el anidén sulfato es menos permeable que el

tiocianato) y asi nos encontramos en condiciones de
linealidad hasta 15 segundos de incubacidn. Una vez
verificado el intervalo de linealidad, cuando las
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pPreparaciones vesiculares eran incubadas durante 10 segundos,
en presencia de un gradiente electroquimico de sulfato
sédico, se comprobdé que, tanto el glucagén como el EGF
seguian ejerciendo una significativa accidén inhibidora del
transporte de L-alanina al espacio intravesicular (alrededor
del 307 y del 207 respectivamente). Este efecto, tal como ya
se habia comprobado para 1l1la accidén hormonal sobre la
capacidad concentrativa (medio c¢con tiocianato sddico),
resultd ser dependiente de 1la c¢oncentracidén de péptido
utilizada, En estas mismas condiciones, el +transporte de
L-glutamina, pero no el de L-leucina, fué diferencialmente
inhibido por EGF y glucagdn. La escasa magnitud de 1la
inhibicién de la captacién de L-glutamina en relacidén con 1la
de L-alanina dgquizas se deba a la distinta afinidad de 1los
transportadores A, ASC vy N para el sodio, con 1o que un
descenso de similar magnitud en el gradiente electroquimico

podria traducirse en efectos diferenciales sobre las tasas de
captaciéon de estos aminoacidos.

Todos 1los resultados hasta ahora comentados nos
rermiten sugerir que los efectos hormonales dependen, de una
manera mas o menos directa, de la modificacidn del gradiente
electrogquimico de sodio. Sin embargo, no existe ninguna
evidencia concreta acerca de si glucagdén y EGF ejercen alguna
influencia sobre el gradiente en si, 0 1lo0 que es lo mismo, si
estos compuestos pudieran tener efectos mas ¢ menos directos
sobre el antiporter HNa-H, tal c¢omo se ha sugerido
anteriormente.

Una de 1las posibles formas de abordar esta dltima
posibilidad es el estudio de 1las tasas de captacidon de
L-alanina en presencia de inhibidores del antiporter HNa-
H. En estas condiciones cabria esperar dgque las tasas basales
de transporte o no se alteraran o incluso se incrementaran en
presencia del inhidbidor, dado gque se estaria Dbloqueando una
de 1las posibles vias de disipacidon del ¢gradiente de sodio,
También cabria esperar la ausencia del efecto inhibidor
inducido por EGF y glucagdn, siempre y cuando este fuera
mediado, al menos parcialmente, por 1la estimulacidn del

antiporter.

La amilorida (3,5-diamino-6-cloro-pirazinoilguanidina)
Yy sus derivados, han sido ampliamente utilizados c¢omo
inhibidores de muy diversos sistemas de transporte de iones.
La mas amplia revisidén realizada sobre este tema ha sido
recientemente publicada por Kleyman Y Cragce (1988).
La amilorida fué utilizada inicialmente como inhibidor del
canal de sodio del epitelio urinario y posteriormente se le
sugirié un papel especificamente 1inhibidor, a muy Dbajas
concentraciones, de la actividad del antiporiter HNa-H. En
este contexto es frecuente todavia ver 1la expresioéon
*amiloride-blockable HNa-H antiporter". Sin embarego, en esta
reciente revisién, se detallan estudios en los cuales puede
verse gque el efecto de 1la amilorida es muy inespecifico, dado
que tanto puede afectar 1la actividad HNa-K ATPasa, como
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incluso el +transporte dependiente de sodio de solutos
organicos. Concretamente, los c¢otransportes HNa/D-glucosa,
Na/L-alanina y HNa/Fosfato, son inhibidos por amilorida a unas
concentraciones superiores a imM (Cook y col, 1987; Harris y
col., 1988). Cuando incubabamos nuestras vesiculas
simultineamente c¢on L-alanina 1imM y amilorida a distintas
concentraciones (0.4, {1 y 1{0mHM), encontramos un claro efecto
inhibidor de la capacidad concentrativa, totalmente
dependiente de la dosis de amilorida empleada. Es
interesante destacar que a 1 mM, obtuvimos aproximadamente un
507 de 1inhibicidén de dicha capacidad de c¢oncentrar
aminodcido, lo. que estaria de acuerdo con las ICgg de 1-
2mM descritas para el transporte dependiente de sodio de
estos solutos en otros tipos celulares. El uso de amilorida
fue descartado para la inhibicidon especifica del
antiporter HNa-H, puesto gque no se cumplia 1o esperado
dado que llegaba a anular totalmente la actividad
transportadora a la concentracién de 10mM.

LLa sintesis de derivados anilogos de la amilorida por
E.J.Cragoe, Jr. ha permitido disponer de compuestos mucho mas
especificos en su accién inhibidora. Muchos han sido los
trabajos que se han realizado sobre 1los flujos de iones a
través de membranas a partir de 1la aparicion de estos
inhibidores. Existen diferentes tipos; la base molecular de
todos ellos es la sustitucion en 1la molécula de amilorida de
aquellos radicales, que por algin motivo pudieran ser 1los
responsables de 1la accidédn 1inespecifica. Concretamente, 1la
introduccién de grupos hidrofobicos en la mitad 5S5-amino o en
el &tomo de nitrdégeno terminal de 1la mitad guanidina
desciende espectacularmente la ICs0 de la molécula
precursora (amilorida) en su accidén 1inhibidora sobre el
transporte dependiente de sodio de L-alanina (Harris y col,,
1988). Basandose en estas modificaciones se han publicado
trabajos utilizando anialogos como el EIA (5-(N-etil-N-
isopropil)-amilorida) y DMA (Clorhidrato de 5-(N,N-dimetil)-
amilorida) y estudiando su efecto sobre la actividad Na-K
ATPasa y sobre el transporte dependiente de sodio de alanina
en hepatocitos aislados. Se - comprueba gque ambos derivados
inhiben las actividades de estas dos proteinas de membrana
(Renner y c¢ol, 1988). Nosotros hemos dispuesto de un
derivado suministrado por E.J.Cragoe, Jr., con alta
especificidad en su accién inhibidora sobre el antiporter
Na-H, ya gque su Ki se situa alrededor de 046 uyuM y su
potencia relativa sobre 1la molécula precursora (amilorida) se
situa en 524 (Kleyman y Cragoe, 1988). En nuestras
condiciones experimentales, se observd que el efecto
inhibidor inducido por glucagon y EGF sobre el transporte
dependiente de sodio de L-alanina, era blogqueado por 1la
presencia de este 1inhibidor especifico del antiporter HNa-
H, el HMA (5-(N,N-hexametilen)-amilorida), a una
concentracidén 5uM. Estos resultados permiten sugerir que
una eventual estimulacién de 1la actividad del antiporter
Na-H puede estar mediando el efecto inhibidor de estos dos
péptidos sobre el transporte de L-alanina dependiente de
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sodio, en vesiculas de membrana plasmatica.

El conjunto de todo lo anteriormente expuesto no esta
en contradiccién con 1la hipdédtesis segin 1la cual, EGF vy
glucagédn, pueden estimular el +transporte de aminoacidos
mediante 1la hiperpolarizacion de la membrana en hepatocitos
alslados (Moule y McGivan, 1{987; HMoule y col., 1987). Proceso
que cursaria inicialmente mediante 1la estimulacidén del
antiporter Na-H.

Un punto de especial interés que se desprende de
nuestros resultados es el margen tan corto de tiempo
necesario para gque se visualicen los efectos mediados por EGF
Yy glucagdn. LLos mecanismos gque regulan 1la actividad del
antiporter Na-H son sdélo prarcialmente conocidos Y
recientemente han sido revisados por Van DyKe y Ives (1988).
Basicamente 1los mecanismos pueden ser considerados en tres
apartados: modulacién alostérica, modificacién covalente vy
sintesis de novo. Descartando ya de entrada 1la dltima
posibilidad, cabe decir gue cualqguier mecanismo dependiente
de fosforilacidon (via proteina quinasa C o via actividad
quinasa del receptor de EGF) tampoco debe ser contemplado
como probable causa de la estimulacién, debido a que, como se
ha discutido anteriormente, en nuestras vesiculas no existe

ATP. Los efectos alostéricos conocidos se centran en el
efecto de la acidez intracelular (bajo pPH) sobre la
estimulacion del antiporter, la cual es de tipo

cooperativo positivo. No c¢abe contemplar ningin efecto de
este +tipo en nuestro modelo, cuando 1los pH intra vy
extravesiculares, en un 1inicio al menos, son idénticos. La
posibilidad de una via 1ligada a movilizacidén de <calcio
reticular, puede en primera instancia ser considerada, dado
que nuestras vesiculas retienen una determinada cantidad de
reticulec endoplasmatico. No obstante, esta posibilidad gqueda
descartada si consideramos que el contenido basal intra vy
extravesicular de calcio es muy elevado, alrededor de 200
wM, y las concentraciones necesarias para ejercer
cualguier tipo de modulacidén por este 1id6n son del orden de
entre 001 y 10 uM (Garty Yy Benos, 1988), c¢con 1lo que las
eventuales sefiales metabdlicas estarian siempre en niveles de

saturacidn. En estas condicioneés c¢abria pensar en la
posibilidad de una accidon directa de estos péptidos sobre el
antiporter, la cual podria inducir algan cambio

conformacional en 1la proteina y, éste a su vez, una
modificacién de la actividad intercambiadora de sodio vy
protones., Esta posibilidad parece muy atrevida, pero si fuera
asi, no seria el primer caso descrito de acciones mas o menos
directas sobre un transportador. Hyslop y ©col. (1987)
sugieren que 1la estimulacién del transporte de glucosa por
insulina en adipocitos es compatible con 1la asociacién de 1la
hormona en un sitio regulador que actuaria cinéticamente de
forma aniloga a la modulacién alostérica de enzimas de tipo V
por accidén de ligandos no competitivos. La posibilidad de que
la insulina induzca cambios estructurales o conformacionales
en el transportador de glucosa de adipocitos también se ha
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sugerido posteriormente por Joost y col. (1988). En el caso
concreto del antiporter Na-H no conocemos similares
estudios. McGivan y HMoule (1987) describen como la perfusion
de higado de rata durante 30 min con dibutiril-AMPc induce un
cambio estable a nivel de membrana plasmiatica, puesto gue al
rurificarse vesiculas de membrana de estos higados se detecta
una mayor actividad del antiporter. No obstante, estos
resultados son susceptibles de c¢ritica dado que la actividad
transportadora se mide como el flujo de HNa* al interior
de 1las vesiculas inhibible por amilorida. No se dan detalles
en este estudio del tiempo minimo necesario para inducir esta
modificacién, por 1o gque, en cualqgquier caso, el aspecto
mecanistico de estos efectos sigue siendo controvertido.

- Los efectos que nosotros hemos observado necesitan ser
estudiados mas exhaustivamente. En realidad 1lo que aqul se ha
presentado pretende ser el final de esta memoria y el iniclo
de lo que va a ser nuestra linea de investigacidon inmediata.
De todas formas, esta primera aproximacidén, ha permitido
obtener una informacidén novedosa, la cual nos permite
concluir que el contexto hormonal In vivo debe jugar un
papel crucial en 1la modulacidon del +transporte hepatico de
aminoacidos, mediante mecanismos 1ligados a 1los gradientes
idnicos +transmembrana, los cuales aparentemente no se
acompanan de cambios estables y podrian modular la captacidn
neta de substratos 1In vivo. En la misma medida en gque el
contexto hormonal portal se vea alterado como consecuencia de
estimulos nutricionales o fisioldégicos en general, cabe
esperar cambios en las tasas de captacidn de aminoacidos.
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5.6. VISION GLOBAL DE LA MEMORIA

Antes de proceder a sacar conclusiones de tcdo 1o
expuesto, convendria tratar de integrar 1la totalidad de los
resultados presentados en esta memoria. Volviendo a los
inicios de este proyecto de investigacidén, cabe recordar dque
el eje central de intereés para nosotros, ha sido el
determinar hasta qgqué punto los cambios en las captaciones
hepiaticas netas observadas in vivo, pueden
correlacionarse con sensibles modificaciones en las
caracteristicas cinéticas de los transportadores de membrana
determinadas in vlitro. En tdltima instancia, se trata de
romper barreras conceptuales entre 1los aspectos fisioldégicos
Y bioguimicos 1ligados al transporte hepitico de aminoacidos.
Es evidente que algunas correlaciones obtenidas son claras Yy
otras no. Para el caso de 1la adaptaciéon al ayuno, tiene
sentido fisiolégico claro el hecho de gque la Km de 1los
transportadores hepaticos de L-alanina disminuya de forma
directamente proporcional al descenso del contenido portal de
este aminoacido. En ddltima instancia esto implica que exXiste
una buena correlacidén entre las tasas de extraccidn
fraccional de este aminocdcido y la afinidad por el substrato
de las proteinas responsables de su transporte. El estudio
exhaustivo de estos cambios en las constantes cinéticas nos
lleva a sugerir gque esta adaptacidén no se originaria a partir
de una alteracidén en 1la proporcién relativa de los sistemas A
Yy ASC en el transporte total de L-alanina, sino a partir de
la induccidén de formas moleculares distintas, de nueva
formacidén, o fruto de 1la modificacién de formas pre-
existentes, Por el contrario, en un modelo no caracterizado
por el descenso de asequibilidad de substrato, como el de la
lactancia, el mismo efecto aparente (descenso de Km) parece
correlacionarse con un cambio en las proporciones de las
componentes A y ASC del transporte total dependiente de sodio
de L-alanina. No obstante, esta adaptacién le permite al
higado de los animales lactantes mantener tasas de
transporte, en el rango de concentraciones fisioldgicas de
substrato, marcadamente elevadas, con lo cual se mantiene, al
menos parcialmente, la correlaciéon entre el incremento de 1los
balances netos medidos In vivo Y las caracteristicas
estables que muestran los transportadores cuando son
analizados in vitro. Para el caso de un modelo
caracterizado por asequibilidad de substrato inalterada, como
es el de 1la gestacidn, lo dgque se observa es un ligero
incremento de Vmax sin gque los cambios de Km lleguen a ser
significativos. Una vez méas, los indices de captacién medidos
in vitro, en el rango de concentraciones fisioldgicas de
L-alanina, permiten establecer hasta cierto una cierta
relacién causal entre estos cambios observados JiIn vitro vy
los balances netos observados en experimentos anteriores. En
esta situacidén puede asumirse, sin demasiado margen de error,
que la captacidn esta incrementada a través de ambos
sistemas, A y ASC, en pleno acuerdo con lo gue ya se habia
descrito a mitad del periodo gestacional.
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Para tratar de comprender cual es la causa de estos
hechos se ha de tener en cuenta que la asequibilidad de
substratos, por si misma, es sdélo un factor mi&is, entre 1los
potencialmente moduladores, de 1la captacién neta In vivo,
El higado responde a estimulos nutricionales y hormonales
basicamente mediante dos estrategias: aumento de 1la capacidad
transportadora +total ¢ cambio de afinidad. En este dditimo
caso, el cambio de afinidad puede ser aparentemente debido a
dos causas: cambio en 1la proporcidén relativa de 1los dos
sistemas Dbasicamente implicados en 1la captacidén dependiente
de sodio de la practica totalidad de aminoidcidos neutros (A vy
ASC), © Dbien, generacidon de formas moleculares c¢on distinta
afinidad por el substrato, pero en otros aspectos funcionales
idénticas a 1los sistemas clasicamente descritos. El1 porgqgué de
una u otra adaptacién resulta todavia poco claro y las
situaciones fisioldégicas estudiadas son 10 suficientemente
distintas como para no saber a cual de los muchos puntos que
las diferencian puede ser debida tal adaptacién. Dentro del
campo de la mis absoluta especulacidén, podria ser atractive
pensar que en respuesta a un ayuno el cambio de afinidad de
los transportadores viene mediado por una modificacidn post-
traduccional de proteinas ya sintetizadas mids gque por
sintesis de nuevas formas moleculares. La razdén adaptativa de
un mecanismo de este tipo radicaria en consideraciones
meramente energéticas, Es mucho mas rentable para un animal
privado de alimento modificar estructuras proteicas vya
sintetizadas {(incluso alterando asi su propia sensibilidad a
ser degradadas) que sintetizar nuevas moléculas en un
contexto en que el balance hepatico sera mas bien
proteoclitico. Durante la lactancia, en <c¢ondiciones de
alimentacién y con una marcada hiperfagia no cabria esperar
un mecanismo de este tipo. La reorganizaciéon de la proporcidn
relativa de ambos sistemas A y ASC en las tareas de
transporte hepatico puede tener su sentido en un contexto de
adaptacidn ante una situacidén fisioldgica "normal", en 1la
cual las capacidades de transporte deberian probablemente
mantenerse estables durante intervalos de tiempo
considerablemente largos (dias de duracidn de 1la lactancia).
El ayuno no puede ser entendido como una situacién "normal" y
cualquier cambio 1inducido debera poder ser revertido en
cualgquier momento, cuando se realimente al animal, Este nos
induce a pensar que otros modelos fisioldogicos interesantes
que podrian aportar mas informacién sobre la modulacidén In
vivo de los transportadores hepiaticos podrian ser la propia
realimentacion de animales ayunados e incluso el ayuno de
animales lactantes.

Otra faceta importante del trabajo que se presenta es
la evaluacidén de 1los efectos hormonales descritos. Si algo
demosic,amos de forma feaciente es que existen efectos
hormonales a muy corto plazo sobre el transporte hepatico,
los cuales parecen depender de la modificacién de 1los
gradientes electrogquimicos de sodio, c¢on la participacién, al
menos parcialmente, del antiporter Na-H. Los efectos
descritos no son incompatibles c¢on la existencia de efectos
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estimuladores del transporte en agquellas condiciones en qgque
la Na-X ATPasa sea funciocnal. La completa caracterizacion de
estos efectos sera realizada en un futuro inmediato por
nuestro equipo de trabajo, pero en este punto sabemos ya que
un factor indispensadble a tener en cuenta, a 1la hora de
c¢orrelacionar balances In vivo b4 parametros
cineéticos in vitro, es el contexto hormonal de 1la vena
porta. Sin descartar el hecho de que 1la insulina pudiera
ejercer acciones no detectables por nuestro modelo b 4
metodologia, lo gue es evidente es que en dos de los modelos
fisioloégicos - estudiados (ayuno vy lactancia), la relacion
insulina/glucagén estia fuertemente disminuida (en parte
debido a incremento en las concentraciones portales de
glucagon), con 1o cual no es de estrafnar gque este factor
influya en los balances determinados JiIn vivo. Para el
caso de las gestantes, hay que afnadir 1la conocida resistencia
a la insulina, que al menos para el metabolismo glucidico se
da también a nivel hepatico, c¢con 1o cual no es descartable
que la relacién insulina/glucagdén en esta situacidn, aunque
incrementada, pueda tener unas implicaciones muy distintas a
lo previsto en 1lo que a modulacién del balance hepatico In
vivo se refiere,.
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6. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS



6. 1.

CONCLUSICHNES

De 1los resultados expuestos en esta memoria sobre la

modulacion Iin vivo e Iin vitro de la captacion de
L-alanina por vesiculas de membrana plasmatica de nhigado de
rata, pueden concluirse 1los siguientes puntos:

i.- En 1la rata, la privacion de alimento produce un aumento

3.~

de la afinidad (Km) y un descenso de la capacidad (Vmax)
de los sistemas de transporte de L-alanina. Estos cambios
en los rarimetros cinéticos estan altamente
correlacionados con un descenso gradual en 1a
asequibilidad portal de alanina.

Durante el ayuno, se producen cambios importantes . en la
inhibicidn de la funcidén transportadora por otros
aminoacidos naturales. La estrategia utilizada para
discernir entre la proporcidon relativa de 1o0s sistemas de
transporte en la captaciéon de L-alanina, mediante pruebas
con MeAIB y Litio, revelan que estos cambios no parecen
ser atribuibles a una modificacliéon en la participacion de
108 sistemas A y ASC en el transporte total de alanina.

La fuerte correlacion existente entre los cambios de Km vy

las Kj/p, del efecto inhibidor sobre el transporte,
de agentes modificadores de grupos -SH, como el NEM o el
PCMBS, revelan cambios conformacionales en la(s)
molécula(s) transportadora(s). Esta posibilidad es
compatible con 1la presencia de grupos -SH en el centro
activo de 1la proteina o, alternativamente, en dominios
muy directamente implicados con la funcion
transportadora.

En 1la gestacion y 1la lactancia, situaciones fisiolégicas
caracterizadas por un aumento en la captacidon hepiatica de
aminoacidos In vivo, se comprueba gque 1los 1indices de
captacién de L-alanina calculados a partir de las medidas
de transporte en preparaciones de vesiculas de membrana
plasmitica de higado, estin incrementados en el rango de
concentraciones fisiolégicas de substrato. No obstante,
las adaptaciones realizadas mediante cambios en 1los
parametros cinéticos en ambas situaciones <fisioldgicas
son diferentes; mientras que en la gestacidon se detecta
un incremento de Vmax, durante la lactancia, se observa
un descenso de Km, que creemos atribuible a un cambio en
1a participacién relativa de 10s sistemas A y ASC en el
transporte total de este aminodcido a nivel hepatico.

El glucagon y el factor de crecimiento epidermal (EGF)
ejercen acciones inhibidoras, a muy corto plazo, sobre el
transporte de aminoadacidos en vesiculas de membrana
plasmatica de higado de rata. Su accidén parece ser
especifica  sobre aquellos transportadores que utilizan al
ién sodio como cosubstrato del aminodcido, puesto gue no
se detecta ningun efecto al estudiarse el +transporte de
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L-leucina. El efecto inhibidor de estos péptidos parece
realizarse acelerando la disipacién del gradiente de
sodio a traves del antiporter Nat-H*Y, ya que
dicho efecto se revierte al ser estudiado en presencia de
HMA, un derivado de la amilorida que actua como inhibidor
especifico del antiporter.

6. - Dado dque en las preparaciones vesiculares utilizadas no

existe actividad Na-K ATPasa funcional, podemos concluir
que los efectos hormonales observados, en nuestras
vesiculas de membrana plasmatica, son compatibles con la
hipétesis que sugiere que los efectos estimuladores de
glucagén Yy EGF sobre el transporte dependiente de sodio
de aminoicidos a nivel hepatico, se realizarian mediante
la hiperpolarizacion de la membrana.

6. 2. SUGERENCIAS !

Los factores que determinarian 1las tasas de captacion

hepiatica de aminoicidos In vivo serian producto de, al
menos, las siguilentes adaptaciones:

- Cambios en 10os parametros cinéticos de 10s sistemas

transportadores. Estos cambios pueden implicar tanto
modificaciones de capacidad total (Vmax) como de afinidad
(Km). En este dltimo caso, parece que esta adaptacidon pueda
llevarse a cabo, tanto modificandose 1la proporcisdén
relativa de +transporte de los sistemas implicados en 1la
captacidon de L-alanina, c¢como induciéndose, de forma todavia

no conocida, la presencia de formas moleculares que, si
bien obedecen a las caracteristicas bioquimicas descritas
para sistemas ya conocidos, actuan c¢con una afinidad

distinta hacia el substrato.

En 1los casos en que se detectan cambios de afinidad hacia
el substrato, es esperable y asli se comprueba, que existan
modificaciones en 1a eficacia inhibidora del transporte
dependiente de sodio de L-alanina por parte de otros
aminoidcidos naturales. Si a este hecho le afnadimos 1la
evidencia de que en cada situacidon fisioldgica el patrdn de
concentraciones de aminoacidos en la vena porta varia, es
facil imaginar que ambos factores, camblio de concentracisén
vy de eficacia inhibidora, Jugaran un papel importante a la
hora de determinar 1la captacidon neta In vivo.

El contexto hormonal existente en la vena porta Jjuega un
papel decisivo en 1la modulacién de 1la captacién neta de
aminodacidos In vivo. Obviamente, este factor no esta
presente en las preparaciones vesiculares y debe conside-
rarse a la hora de determinar hasta gque punto los cambios
observados, en 10s balances hepiticos de aminoiacidos In
vivo,pueden ser explicados por modificaciones estables de
la cinética de los sistemas responsables de su transporte.
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