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5. DISCUSIÓN



5. i. VESÍCULAS DE MEMBRANA PLASMÁTICA. UNA INTRODUCCIÓN A LA
TÉCNICA EMPLEADA

Por sus funciones de barrera semipermeable y por sus
capacidades de transporte, la membrana plasmática Juega un
papel crucial dentro del metabolismo celular. La membrana
permite la absorción 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 la
célula.

Los estudios sobre los sistemas de transporte de
aminoácidos en hígado, utilizando vesículas de membrana
plasmática, se empezaron a realizar a principios de esta
década (Van Amelsvoort y col. , 1978; 1900; Sips y col. 19ÔO)
y aunque en un inicio parecía que no fuera a ser un método
muy utilizado por los investigadores, puesto que pocos
trabajos se prodigaron en su uso (Quilan y col. , 1982;
Bourdel y Forestier, 1982), con el paso del tiempo se ha
convertido en una herramienta habitualmente utilizada en
los estudios sobre la captación hepática de aminoácidos
(DudecK y col. , 1987; Bucuvalas y col. , 1987; McQivan y
Moule, 1987; Moseley y col., 1988; Quesada y McGivan, 1988).
La utilización de vesículas de membrana parcialmente
purificadas para estudiar el transporte de las substancias
por las células hepáticas ha permitido un mayor progreso en
el entendimiento de los fenómenos 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 aplicación al estudio del epitelio intestinal
y el cortex renal (Murer y col., 1984; Béliveau, 1987). En
líneas generales, las consideraciones que en estos trabajos
se realizan son aplicables al estudio del transporte hepático
y serán detalladas posteriormente, al Justificar el uso de
este modelo en nuestros estudios.

En el caso de nuestro trabajo, existen varios motivos
que nos condujeron a la utilización de este modelo para
realizar el estudio de la captación de substratos por el
hígado. En primer lugar, la posibilidad de que mediante el
uso de vesículas de membrana plasmática, el fenómeno del
transporte de aminoácidos queda totalmente aislado del
metabolismo del hepatocito. El estudio de la captación a
nivel de tejido entero es extremadamente complejo, debido a
las distintas características de los diferentes tipos
celulares, la contribución de las diversas membranas
implicadas y el metabolismo intracelular. Esta primera
aproximación al estudio de la captación hepática de
aminoácidos in vivo ya se realizó en nuestro laboratorio
en una serie de trabajos (Casado y col., 1987a, b), pero en
muy pocas ocasiones se ha llevado la complejidad del estudio
a relacionar los experimentos realizados In vivo con los
in vitro (Fehlmann y col., 1979a,b; Bourdel y Forestier,
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1982; Casado y col., i960). El hecho de que los fenómenos 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
análogos no metabolizables (Fehlmann y col., 1979b; Ganivet y
col., i960, entre otros) o inhibidores del metabolismo
celular del aminoácido captado (HcGivan y col., 1961,
Kristensen y col., 1983; Fafournoux y col., 1903). De esta
manera se pueden evitar problemas, como por ejemplo, el que
los inhibidores no sean del todo específicos y que puedan
afectar la captación del substrato, o que por otra parte, no
se puedan conocer con exactitud los parámetros cinéticos del
verdadero substrato natural del transportador, con el
consiguiente error.

La otra ventaja del manejo de vesículas de membrana, es
que, con este modelo, se puede llegar a estudiar el
transporte en las zonas de la membrana plasmática que más nos
interese, con su relación con la captación del substrato. En
nuestro caso, las dos ventajas nos proporcionan la medida del
transporte de L-alanina en vesículas de membrana plasmática
mayoritariamente del dominio sinusoidal (basolateral) (Van
Amelsvoort y col., 1980). Existen ventajas adicionales con el
uso de este modelo debido a que el experimentador tiene
acceso a los dos lados de la membrana celular. De esta
manera, se pueden optimizar los parámetros experimentales,
con el fin de establecer las características moleculares
intrínsicas de los transportadores (Strevey y col., 1984;
Quamme, 1985). El control preciso de la polaridad y de las
fuerzas electroquímicas impuestas facilita la medida de los
procesos de transporte (Hugentogler y Heier, 1986).
Controlando las concentraciones y modificando los contenidos
extra e intravesicular a voluntad se pueden estudiar los
parámetros cinéticos y energéticos asociados a los cambios
que se realicen en cada caso. El fraccionamiento celular de
las membranas y la reconstitución de las actividades de
transporte (Hayes y HcGivan, 1983; Quesada y HcGivan, 1968;
HcCormick y Johnstone, I960) permiten realizar in vitro
una serie de estudios experimentales mucho más complejos que
in vivo, de esta manera se obtiene un a idea más profunda
sobre los sistemas de transporte en la célula intacta
(Béliveau, 1967).

Los inconvenientes de la técnica que pueden dificultar
más la interpretación de los estudios comparados como el
nuestro (Experiencias 1, 2 y 3), son básicamente tres: las
posibles adsorciones no específicas en la superficie de la
membrana; la heterogeneidad vesicular y la contaminación por
membranas de otros orígenes. Una manera de conseguir que
estas fuentes de error sean prácticamente despreciables es
obtener unas preparaciones de membranas vesiculadas
totalmente equiparables entre todos los grupos experimentales
a estudiar. Este es nuestro caso y se discutirá en cada
apartado las posibles fuentes de contaminación y la
importancia del volumen intravesicular. Con referencia a la
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adsorción a nivel de superficie en la membrana, se puede
observar en la experiencia de hiperosmolaridad (ver apartado
4-. i.4.2. ) que nuestras preparaciones de vesículas poseen una
muy pobre adsorción inespecífica de membrana, cuando se
someten a esta prueba y los resultados se extrapolan a un
punto de máxima hiperosmolaridad, que provocaría una
reducción 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 adsorción inespecífica.
De todas maneras, existen datos en la bibliografía en los que
realizando pruebas del aumento de la osmolaridad consiguen
que una adsorción inespecífica igual a cero (Bourdel y
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 existiría
adsorción en la membrana vesiculada. Se ha descrito la
importancia de este suceso en el caso donde la captación del
substrato es debida a dos componentes, adsorción y
transporte, sobre todo si la naturaleza de los productos
estudiados es de carácter lipófilo que favorece una unión no
específica a la membrana y también en el caso de los
substratos catiónicos que se unen con cargas electronegativas
que se encuentran en la superficie de la membrana (Béliveau,
1987).

Una información accesoria se obtiene al someter las
preparaciones de vesículas de membrana a un incremento
progresivo de la osmolaridad del medio: la funcionalidad
estructural de nuestras vesículas. Al responder de forma
sistemática a una disminución del volumen intravesicular,
este dato nos sugiere que nuestras preparaciones son, al
menos parcialmente, vesiculadas y con capacidad para la
captación del substrato en cuestión. Las pruebas realizadas
con microscopía electrónica de transmisión y de barrido, nos
corroboraron gráficamente lo que matemática y
experimentalmente se podía obtener de los resultados de
nuestras incubaciones.
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5. 2. EXPERIENCIA i

El ayuno provoca importantes cambios en la
asequibilidad hepática de aminoácidos. Trabajos realizados
por Casado y col. (1907a) describen como tras un ayuno de 24
horas la asequibilidad total de dichos compuestos se ve
reducida por término medio en un 45X. Aminoácidos con
potencialidades gluconeogenéticas, tales como la alanina, ven
disminuida su concentración portal en un 40X. Este valor,
junto con la significativa reducción del flujo sanguíneo
aferente hepático, dan como resultado un descenso real de
asequibilidad del orden del 60X. A pesar de todo ello, la
captación hepática neta de alanina no se ve modificada tras
24 horas de privación de alimento. Esto implica que la
extracción relativa de este aminoácido está fuertemente
incrementada, con lo cual cabe suponer que se han podido
producir notables modificaciones de la actividad de los
sistemas transportadores de este substrato a nivel de
membrana plasmática.

En este contexto hemos utilizado preparaciones de
membrana plasmática vesiculadas de ratas controles
alimentadas y animales ayunados durante 24 y 40 horas, para
estudiar los posibles cambios estables ocasionados en la
captación de L-alanina. Como paso previo, hemos medido la
concentración portal de aminoácidos en nuestros grupos
experimentales. Los resultados obtenidos están de acuerdo con
lo anteriormente descrito en la bibliografía (Casado y col. ,
1987a) para el ayuno de 24 horas. Cuando analizamos lo
ocurrido durante las siguientes 24 horas (ayuno de 46 horas),
observamos que el descenso en las concentraciones portales de
este aminoácido es de igual orden de magnitud que en la
primera fase del ayuno (aprox. 36X), así pues podemos hablar
de una caída lineal en el contenido portal de alanina durante
el período de tiempo estudiado.

El estudio del transporte de aminoácidos neutros
durante la adaptación al ayuno, se ha realizado anteriormente
en hepatocitos aislados de ratas sometidas a 48 horas de
privación de alimento (Fehlmann y col. , 1979b; Hayes y
HcGivan, 1902; Kristensen y col., 1983). Quinlan y col.
(1982) utilizaron preparaciones de membrana plasmática
vesiculada para estudiar el posible papel de los
adrenocorticoides en el transporte de alanina en células
parenquimales de hígados de ratas sometidas a un período 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 los cambios circadianos
de la captación de L-prolina por vesículas de membrana
plasmática de hígado de rata; lo cual puede interpretarse
como una primera aproximación al estudio del transporte de
aminoácidos neutros en una situación de ayuno a muy corto
plazo (fase post-absortiva). En ninguno de estos dos últimos
casos se realizó un estudio cinético detallado de los
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sistemas de transporte mayor!tariamente implicados en la
captación de alanina. Nuestros resultados constituyen, de
hecho, el más detallado estudio, realizado hasta la fecha, en
vesículas de membrana plasmática de hígado de rata, sobre la
modulación en los sitemas Hepáticos 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. i. ). Para el estudio de los parámetros cinéticos del
transporte de L-alanina en nuestras preparaciones,
necesitábamos unas vesículas de membrana plasmática que
fueran homogéneas y de una pureza aceptable, de manera que
los resultados obtenidos nos permitieran sacar conclusiones
basadas en una homogeneidad estructural y funcional de
nuestras preparaciones. Por este motivo, se han calculado las
recuperaciones y las actividades específicas relativas
(enriquecimientos) de distintos enzimas marcadores de
membranas subeeluíares en las fracciones vesiculares
obtenidas a partir de hígados de ratas controles y ayunadas
24 y 4o horas. Nuestros resultados indican un gran
enriquecimiento del enzima marcador de membrana plasmática en
todas nuestras preparaciones, siendo de valores muy similares
en todas ellas. La recuperación 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
vesículas hepáticas para el estudio del transporte de
diversos substratos (Bourde1 y Forestier, 1902; Schenerman y
Kilberg, 1966; Pastor-Anglada y col., 1907; Casado y col. ,
I960; Quintana y col., I960; Pastor-Anglada y col., 1969). La
contaminación de nuestras preparaciones por fracciones no
pertenecientes a membrana plasmática se puede observar por
los resultados obtenidos con los enzimas marcadores. La
recuperación obtenida de Glucosa-6-fosfatasa, fue de
aproximadamente un 2X y su enriquecimiento de 1, sin embargo,
este resultado se puede considerar como satisfactorio debido
a los datos que se han ido repitiendo normalmente en la
bibliografía, ya que la contaminación por fracción microsomal
es normalmente elevada (de dos a tres veces) durante los
procesos de purificación de vesículas de membrana plasmática
(Sips y col., 1978; Schenerman y Kilberg, 1906). La
contaminación por fracciones mitocondriales y lisosómicas
fueron muy bajas en todas las preparaciones y similar a los
datos descritos en la bibliografía con anterioridad (Van
Amelsvoort y col., 1970, Schenerman y Kilberg, 1906; Quintana
y col. , 1986).

La funcionalidad de nuestras vesículas quedó demostrada
básicamente por dos métodos distintos. El primero permitió
comprobar la integridad estructural, es decir, que nuestras
preparaciones de membrana estuvieran realmente vesiculadas y
que respondieran a una osmolaridad del medio creciente. Este
punto ha sido ya comentado en el apartado anterior (5.1.) y
no nos extenderemos más en detallarlo. El segundo método
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consistió en el estudio de la capacidad concentrativa de
dichas vesículas. Para este fin, sometimos a nuestras
preparaciones de vesículas de membrana plasmática a un
gradiente electroquímico de Na+, provocado por NaSCN 100
mH en el medio de incubación. La capacidad concentrativa de
nuestras preparaciones se calculó mediante un seguimiento
durante un cierto período de tiempo, durante la existencia
del gradiente iónico y posteriormente, a tiempos más largos
que nos permitían observar como se llegaba al equilibrio de
las concentraciones intravesiculares con el medio externo.
Los valores de captación que encontramos para nuestras
vesículas fueron de aproximadamente unas 4 veces el valor
obtenido en ausencia de gradiente de sodio (medio con KSCN
100 mH), Estos mismos resultados se han descrito con
anterioridad en la bibliografía (Van Amelsvoort y col., 1976;
Sips y col., 1980a, b; Pastor-Anglada y col., 1907). De esta
manera, habíamos comprobado que nuestras vesículas de
membrana eran funcionales y .con suficiente capacidad de
respuesta a la presencia de un gradiente electroquímico de
sodio.

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

Cuando sometimos las preparaciones de vesículas de
membrana de hígado de ratas ayunadas de 24 horas al gradiente
electroquímico de Na+ , encontramos que los valores
de capacidad concentrativa obtenidos por nuestras
preparaciones eran muy similares a los del grupo control
(aproximadamente 4 veces a los 15 s). Este resultado puede
diferir en parte de lo descrito anteriormente por algunos
autores, que encuentran que la capacidad concentrativa de las
vesículas hepáticas obtenidas a partir de animales ayunados
por un tiempo de £4 horas, era superior a las de las ratas
control (Quinlan y col., 1982). Por otra parte, las tasas de
transporte de estas preparaciones también resultaron ser
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mucho más lentas que las presentadas por nuestras
vesículas. Sin embargo, las condiciones experimentales
utilizadas difieren considerablemente de las nuestras y ambas
características, aparentemente discrepantes, pueden
explicarse por dos motivos fundamentales. En primer lugar,
estos autores realizaban sus medidas en presencia de NaCl
lOOmH. El anión cloruro es menos permeable que el tiocianato,
lo cual conlleva una compensación menor de cargas tras la
entrada del aminoácido y su cosubstrato (el sodio) (Sips y
col., 1900a). Así se explica porque el NaCl provoca que el
transporte del aminoácido al interior de la vesícula sea más
lento. En segundo lugar, nay que tener en cuenta la
concentración de L-alanina utilizada. Quinlan y col. (1982)
trabajaron con una concentración de aminoácido de 0.1 mH,
mientras que nosotros utilizamos una diez veces superior (1
mM). Datos de Fehlmann y col. (1979b) sugieren que el ayuno
provoca la aparición de una componente de alta afinidad en la
cinética del transporte hepático de aminoácidos neutros (Km
para AIB 0.77mM y es de suponer que para el substrato natural
todavía sería mucho menor). A una concentración baja de
aminoácido (O.i mH) la componente de alta afinidad podría ser
la principal responsable de la captación de alanlna,
aumentando la capacidad concentrativa del transporte respecto
a lo que se observaría a una concentración mayor. Estos
autores detectan un cambio muy espectacular en la captación
de AIB según su concentración en el medio de incubación fuera
de 0.1 o 50 mH. De hecho, en este -último caso, las
diferencias de velocidad inicial entre animales alimentados y
ayunados son mucho menores o prácticamente inexistentes; en
pleno acuerdo con la falta de estimulación en la capacidad
máxima del transporte dependiente de sodio (Vmax
inalteradas).

Los resultados obtenidos, al incubar las preparaciones
de membranas plasmáticas vesiculadas obtenidas a partir
de animales ayunados durante 4o horas, indican que existe un
incremento substancial en la capacidad concentrativa de
dichas vesículas, aproximadamente de unas 6 veces, sobre el
nivel alcanzado por la captación en ausencia de sodio. Esta
es la primera vez que se describe este resultado utilizando
como modelo vesículas de mebrana plasmática, pero de todas
formas, nuestros datos son parecidos a los obtenidos
anteriormente por Kristensen y col. (1983). Estos autores,
utilizando como modelo hepatocitos aislados de ratas
ayunadas <46 horas, describieron un aumento en la captación de
aminoácidos neutros provocado por estas condiciones de ayuno,
de manera que a partir de los 15 minutos de incubación en
presencia de L-alanina, la relación de concentraciones in/out
ya era estable y se situaba alrededor de 10 y 15 veces para
controles y ayunadas respectivamente.

Tomando para el estudio cinético del transporte de L-
alanina en nuestras vesículas un tiempo de 10 segundos,
cercano a la velocidad inicial del transporte, que nos
permita trabajar dentro de un margen aceptable de seguridad y
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en el que se observen diferencias apreciables entre las
preparaciones de los diversos grupos experimentales, y
estudiando el transporte de L-alanina en función de una
concentración creciente de aminoácido, se pudo ver como, en
ausencia de un gradiente de Na* en el medio (medio con
KSCN). 100 mH) se obtenía una captación lineal de aminoácido
que normalmente ha sido descrita como una difusión pasiva que
no depende del gradiente electroquímico del ion (Fastor-
Anglada y col., 1987). Los coeficientes de difusión
observados para cada preparación de vesículas fueron
similares entre ellas, por lo que las diferencias en las
capacidades de transporte de alanina al interior de las
vesículas se centran únicamente en la componente dependiente
de sodio. Los valores de Km obtenidos para el transporte
dependiente de sodio de alanina de las preparaciones de los
animales control, nan sido del mismo orden de magnitud que
los ya descritos con anterioridad por otros autores (Sips y
col., 1960a; Rosenthal y col., 1965; Pastor-Anglada y col.,
1987). Los cálculos de las Km para los grupos de ayuno de 24
y 4-8 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 las 24 primeras horas de ayuno. Este
descenso es de aproximadamente un 31X durante la primera fase
(ayuno 24h) y de un 50X a las 4-8 horas. Una situación similar
se ha descrito en pruebas realizadas con hepatocitos
aislados, aunque en estos experimentos se describió que la Km
había descendido ligeramente no llegando a ser
significativamente distinta (Fehlmann y col., 1979b;
Kristensen y col., 1983). Otros estudios, realizados también
en hepatocitos aislados, describen igualmente un descenso en
la Km para el transporte de Alanina. Aunque estos autores no
llegan a realizar el análisis cinético, los cálculos que se
pueden hacer a partir de sus datos individuales (rango de
concentración entre 0.25 y 1O mH de L-alanina) nos muestran
que existe un descenso de aproximadamente un 50X del valor de
la Km (Hayes y HcGivan, 1982). Puede observarse como los
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 calcular la Vmax para
el transporte de L-alanina, indican que durante el período de
tiempo durante el cual el animal se ve sometido a un ayuno,
la capacidad máxima del transporte disminuye de forma
significativa tan sólo después de 48 horas de privación del
alimento (descenso de un 4 1 X ) . Los escasos datos que existen
en la bibliografía 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
ningún caso se ha descrito una di::::ünución de los valores de
Vmax (Felhmann y col. , 1979b, Hayes y HcGivan, 1982) y sólo
en una ocasión se ha sugerido un aumento claro de este
parámetro (Kristensen y co l . , 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 i i ml·l), con lo cual, parece paradójico pues, que
si existe una reducción progresiva en la asequibilidad
hepática de alanina, se aumente la capacidad de una
componente de transporte cuyas características cinéticas le
otorgan muy poco significado fisiológico en estas condiciones
de privación del alimento. Si consideramos que las
variaciones en las constantes cinéticas de los
transportadores hepáticos de aminoácidos neutros en respuesta
al ayuno, parecen depender de síntesis proteica (Fehlmann y
col., 1979b), y a ésto le añadimos que durante este periodo
de tiempo el hígado está en un balance neto proteolitico, con
niveles de reducción en el contenido proteico total del orden
del 4OX (Goodman y Ruderman, i960), llegamos a la conclusión
de que la síntesis de proteínas transportadoras de baja
afinidad, dados los niveles aferentes de alanina, carece de
sentido fisiológico adaptative. Por el contrario, con
nuestros resultados, ya que disponemos de las variaciones
sufridas por los diversos parámetros implicados en la
captación hepática (Vmax, Km y asequibilidad portal), se
puede relacionar muy bien el que, si existe una disminución
en la concentración aferente de alanina, la medida adaptativa
más lógica pudiera ser el aumento de la afinidad del sistema
para con su substrato (disminución de Km sin alteración de
Vmax) durante las primeras 24 horas de ayuno. Cuando la
situación de privación del alimento se prolonga durante 46
horas, la concentración portal de alanina desciende aun más,
de manera que después de todo el período de tiempo
transcurrido no parece que sea muy lógico mantener la
capacidad máxima del sistema, pudiendo en este caso dejarse
modular por la baja concentración aferente, por una parte,
disminuyendo la Vmax y por otra aumentando aun más la
afinidad por la baja concentración de alanina circulante.

De los resultados encontrados y relacionando los
diversos parámetros que se han obtenido, es interesante
señalar que la concentración de alanina portal aferente al
hígado mantiene una muy buena correlación con el ya descrito
aumento de afinidad del sistema por el substrato en cuestión.
Este resultado que se ha podido obtener gracias al
seguimiento efectuado, es muy importante, ya que se establece
muy claramente una relación directa entre la variación de la
asequibilidad hepática de alanina in vivo y unas
modificaciones estables a nivel de membrana plasmática
valoradas mediante incubaciones de preparaciones de membrana
plasmática vesiculada in vitro.

En este contexto podríamos plantearnos si estamos
delante de un fenómeno de regulación adaptativa, puesto que
no serla ésta la primera vez en que se sugiere un control de
tipo adaptative como respuesta a cambios fisiológicos en la
asequibilidad portal de substratos. En la reciente revisión
de Christensen y Kilberg (1967) se analizan los cambios que
se dan en la capacidad concentrativa hepática de aminoácidos
durante la transición 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
adaptative siempre se ha descrito como un aumento de
capacidad del sistema ante el descenso de asequibilidad de su
substrato. Nuestros resultados, por el contrario, indican que
lo que se da inicialmente es un incremento de afinidad. Una
posible explicación para estos resultados podría ser el hecho
de que al estudiar el transporte dependiente de sodio de L-
alanina, en realidad estamos determinando mayoritariamente la
acción combinada de dos sistemas de transporte con
características cinéticas y reguladoras diferentes (A y ASC).
Aparentemente de los dos sistemas citados sólo uno posee
capacidad de control adaptative (el sistema A) (Collarini y
Oxender, 1987; entre los más recientes). Dado que la
componente de alta afinidad descrita por Fehlmann y col.
(1979b) en hepatocitos aislados de ratas ayunadas de 48
horas, fue asimilada al sistema A, cabría pensar en la posi-
bilidad de que en nuestro caso concreto, el descenso de Km
fuera debido a un incremento en la componente A de transporte
en detrimento de la ASC. Este hecho sí nos permitiría sugerir
la presencia de un mecanismo de control adaptative, al menos
en lo que al primero de estos sistemas se refiere. Así pues,
el siguiente aspecto que quisimos estudiar fue la
participación 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 más inmediata es la inhibición del
transporte dependiente de sodio de L-alanina por HeAIB,
substrato específico del sistema A (Kilberg y col. , 1979;
Kiiberg y col., 19ôi; Christensen, 19Ô5). La segunda
estrategia es algo más conflictiva; se trata de la tolerancia
diferencial de ambos sistemas a la substitución del
cosubstrato sodio por el ion litio (Edmonson y col., 1979).
Los resultados de inhibición por MeAIB, sugieren que en el
rango de concentraciones fisiológicas de L-alanina, el paso
de este aminoácido por A y ASC es prácticamente equivalente
(entre un 40 y 50X para el sistema A y, de forma
complementaria, entre un 50 y 60X mayoritariamente por el
ASC). Estos datos concuerdan con observaciones previas
(Pastor-Anglada y col., 1987). Nuestros resultados indican
que en respuesta a un ayuno de 4o horas la proporción
relativa de inhibición por HeAIB no se ve modificada. La
tolerancia a la substitución de sodio por litio parece ser
variable según la línea celular estudiada; en células de
Ehrlich el sistema A es más tolerante al litio que el ASC
(Christensen y Handlogten, 1977), sin embargo, en
suspensiones de hepatocitos aislados se ha descrito lo
contrario (Kilberg y col., 1979). El uso de litio en lugar de
sodio para discernir la participación de ambos sistemas en el
transporte de L-alanina al interior de vesículas de membrana
plasmática 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 fisiológicas de L-alanina (ImM) pudimos

163



observar igual resistencia a la substitución del ion en
preparaciones de animales controles y ayunados durante 48
ñoras. Estos resultados, junto con los de inhibición por
HeAIB, nos permiten sugerir que la participación relativa de
los sistemas de transporte mayoritariamente implicados en la
captación de L-alaniña (A y ASC) se mantiene constante a
medida que avanza el ayuno. Esto nos indica que la hipótesis
anteriormente mencionada, acerca de la posibilidad de que el
descenso de Km fuera debido a cambios en la participación de
A y ASC en el transporte total de alaniña, queda descartada.

Cuando analizamos el patrón de inhibición de la
captación de L-alanina por diversos aminoácidos naturales
observamos un comportamiento en algunos casos que es difícil
de relacionar con lo anteriormente indicado. Según
observaciones de Kilberg y col. (1979, 1981), la prolina es
captada mayoritariamente por el sistema A (64X de la
componente dependiente de sodio). Si esto fuera cierto cabría
pensar que la mayor inhibición por pro lina encontrada en
nuestras preparaciones de ratas ayunadas de 48 horas podría
indicar una mayor participación del sistema A. No obstante,
el matenimiento durante todo el período de ayuno de la
inhibición por cisteína (substrato específico del sistema ASC
e inhibidor no competitivo del A (Kilberg y col., 1981)),
indicaría todo lo contrario y reforzaría los datos discutidos
anteriormente. En este mismo sentido, los resultados de
inhibición por L-glutamina y L-leucina (substratos
mayoritarios de los sistemas N y L respectivamente) son
igualmente controvertidos. La principal evidencia que puede
extraerse de estos experimentos, es que la inhibición del
transporte de L-alanina por aminoácidos naturales se ve
afectada por el efecto del ayuno. Esto, como comentaremos más
adelante, puede tener importantes implicaciones fisiológicas,
pero no arroja ninguna luz en la explicación del cambio de
afinidad de los transportadores de alanina por su substrato;
aunque muy probablemente la propia controversia en los datos
de inhibición está 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 sólo caracterizados en hígado normal
durante la vida fetal (White y Christensen, 1982; Christensen
y Kilberg, 1987); también recientemente se ha puesto de
manifiesto que la(s) proteína(s) A (sistema A) podrían
presentar formas moleculares distintas en células hepáticas
transformadas (Chiles y Kilberg, 1986; Dudeck y col. , 1987;
Chiles y col., 1988). Para poner de manifiesto esta
característica se ha utilizado la capacidad de modificar
prcí "lamente las moléculas transportadoras mediante reactivos
específicos de grupos tiol (-SH), del tipo NEH (N-
etilmaleimida) y PCHBS (P-cloromercuribencenosulfonato). Este
tipo de aproximaciones ya había sido utilizado anteriormente
(Hayes y HcGivan, 1983) en vesículas de membrana plasmática
de hígado de rata, en un intento de purificar parcialmente el
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o los transportador (es) de L-al aniña. Nuestros datos,
anteriormente expuestos, pueden inducir a pensar que el
cambio de afinidad observado durante el ayuno pudiera ser
explicado por la presencia de formas moleculares del
transportador distintas, al igual que parece ocurrir en
hepatomas. Con tal fin realizamos los estudios con los
agentes modificadores de grupos tlol, pero con algunas
variaciones en lo que a pauta de trabajo se refiere.

La principal modificación incorporada a lo que se venia
realizando en anteriores trabajos (Hohri y col. , i960; Hayes
y HcGivan, 1983; Chiles y Kilberg, 1966; Dudeck y col. , 1987;
Chiles y col. , 1988; entre otros) es la incubación simultanea
de las preparaciones vesiculares con el aminoácido y el
agente modificador de los grupo -SH. La razón que nos impulsó
a realizar este tipo de experimento radica en la posibilidad
de conseguir inhibiciones significativas sin la necesidad de
preincubación de las vesículas, lo cual permitía plantear el
problema como una cuestión de afinidades relativas por grupos.
-SH directa o indirectamente implicados en la función
transportadora. Por otro lado, así se evitaba el problema
accesorio de la pérdida de actividad transportadora,
inherente al proceso de eliminación del inhibidor tras la
preincubación (Bourdel y Forestier, 1988; Pola, 1989). Cabe
señalar que el uso de estos agentes modificadores siempre se
ha enmarcado en los intentos de purificación de la proteína
transportadora (Hayes y McGivan, 1983; Dudeck y col., 1987).
Se sabe que la unión de NEH o PCMBS puede ser bloqueada por
la presencia de substratos del sistema A (Hohri y col. , 198O)
y por ello, combinando adecuadamente los protocolos de
incubación, se puede lograr, al menos teóricamente, el
mareaje especifico de la molécula transportadora. En estas
condiciones es lógico que sea necesario recurrir a
pr e incubaciones lo suficientemente largas como para
garantizar la modificación de grupos -SH, no necesariamente
implicados en la función transportadora. Nuestro modelo de
incubación implica que hay grupos -SH, vitales para la
actividad de los sistemas A y/o ASC, que son fácilmente
accesibles, puesto que tanto NEU como PCHBS son capaces de
inhibir su actividad en solo 10 segundos de incubación
simultánea con el substrato. Dado que nuestro objetivo no es
"marcar" el transportador para asi transformarlo en
parcialmente purificable, sino que nuestra intención es tan
solo estudiarlo funcional ment e, es lógico que hayamos
utilizado este protocolo de incubación, tanto por la
sencillez que conlleva, como por el interés de la información
obtenida con su empleo.

Nuestros resultados al incubar simultáneamente NEH y
PCHBS a distintas concentraciones, con L-ala.üna, en las
preparaciones de membranas plasmáticas vesiculadas de hígados
de ratas control alimentadas, ayunadas EQ y 48 horas,
sugieren algún tipo de modificación en la(s) proteina(s)
implicada(s) en el transporte de L-alanina, puesto que cuando
se calcula la K^2 para ambos inhibidores, se observa que
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este parámetro desciende progresivamente por efecto del ayuno
lo cual sugiere un aumento de la efectividad inhibidora sobre
la(s) proteína(s) del sistema. El efecto inhibidor detectado
para el PCHBS es mayor que el observado para el NEH, en todas
las situaciones experimentales ensayadas. Los trabajos
descritos por Chiles y Kilberg (1986) también muestran como
el PCHBS es más efectivo que el NEM para la inhibición del
transporte en diversos tipos de hepatomas, sin embargo,
curiosamente, en los hepatocitos aislados procedentes de
ratas control, el efecto se invierte, observándose una mayor
inhibición por el NSH. Estos resultados, a pesar de ser
contradictorios con los nuestros, no pueden ser muy
comparables, puesto que ni el protocolo de incubación es el
mismo, ni tan siquiera el modelo experiental utilizado. Hayes
y HcQivan (1983) utilizaron vesículas de membrana plasmática
para el estudio de la inhibición por NEH y Herasyl. En este
trabajo se describe como la inhibición por el NEH del
transporte de L-alanina era inferior a la efectuada por el
otro compuesto utilizado, dando unas KI/S aproximadas de
1 y 0.2 mH aproximadamente para NEH y Herasyl
respectivamente. Esto indica que el comportamiento del NEH en
vesículas de membrana puede diferir en parte del presentado
en hepatocitos aislados, no presentándose como el inhibidor
del transporte más efectivo.

El nivel máximo de inhibición encontrado en nuestras
preparaciones, alrededor del 40X, no se corresponde con los
datos expuestos anteriormente en la bibliografía que
describen entre un 7O-8OX para el PCHBS y mayor de un 95X
para el NEH sobre la captación de L-alanina en hepatocitos
aislados (Chiles y Kilberg, 1986; DudecK y col., 1987; Chiles
y col., 1988); y alrededor de un 80X para el NEH en vesículas
de membrana plasmática de hígado de rata (Hayes y HcGivan,
1983). De todas formas, es importante señalar, que estos
autores preincubaron sus preparaciones durante períodos de
tiempo prolongados (entre 1O-15 minutos) antes de realizar
las medidas del transporte de L-alanina; por el contrario,
nosotros colocamos los substratos simultáneamente en el medio
de incubación. Un trabajo comparativo sobre estas dos
posibilidades mencionadas con anterioridad fue realizado
sobre el estudio de la captación de L-leucina en células
Chang del hígado (Hohri y col., 1980). En este estudio, los
autores realizaron incubaciones simultaneas y con
preincubación, de los substratos utilizados. Los resultados
descritos por Hohri y col., (1980) señalan que en la
incubación simultanea de L-leucina y NEH, no se obtuvieron
resultados de inhibición de la captación del aminoácido, sin
embargo, cuando las células eran preincubadas durante un
período de 10 minutos con NEH (0.5 mH), éste producía una
inhibición en el transporte de L-leucina por las células.
Estos resultados podrían interpretarse en base a la mayor o
menor accesibilidad de grupos -SH esenciales para la función
transportadora y probablemente sea variable en función 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 la puesta
simultanea de los substratos en presencia de las
preparaciones vesiculares, pueden explicar perfectamente esta
menor eficacia en la inhibición encontrada en nuestros
resultados.

Los resultados obtenidos sobre las respectivas K^/£
de inhibición para la captación de L-alanina en nuestras
preparaciones vesiculares de las distintas situaciones
experimentales, nos hizo suponer la existencia de alguna
relación entre la diferente "afinidad" para el inhibidor
(NEH y PCHBS) y la afinidad del sistema de transporte para
su substrato. Cuando se relacionan las diferentes Kj/g
encontradas para NEM y PCMBS con las Km del transporte de
L-alanina en cada situación experimental, se obtiene un
correlación muy elevada, 0.96 y 0.99 para NEH y PCHBS respec
tivamente. A medida que disminuye la Km para el transporte de
L-alanina en nuestras preparaciones de mebranas plasmáticas
vesiculadas, también desciende el valor de KI/S
encontrado para ambos inhibidores. Esto puede indicar que, en
nuestras condiciones experimentales, los resultados obtenidos
sobre el aumento de afinidad del sistema para el transporte
de L-alanina cuando se somete a los animales a un ayuno
progresivo, están intimamente relacionados con cambios
estructurales en la(s) proteína(s) transportadora(s).
Trabajos realizados sobre el estudio del transporte de
L-leucina en células Chang del hígado (TaKadera y Hohri,
1983) demostraron que el efecto del NEH se centraba
especialmente en el componente de baja afinidad del sistema
responsable de la captación de L-leucina. Este efecto,
quedaba reflejado principalmente en un aumento de afinidad
del sistema, y un decenso de la capacidad (Vmax). Estos
autores describieron que en presencia de NEH, el componente
de baja afinidad del transporte de L-leucina modificaba sus
parámetros cinéticos mediante un descenso en los valores de
Km (de 8 a 4 mH) y de Vmax (de 12 a 6 nmol/min por mg
proteïna), mientras que la componente de alta afinidad
aumentó el valor de Vmax de 3.8 a 7 nmol/min por mg proteína.
Evidentemente, la observación de dos componentes, de distinta
afinidad, en un mismo sistema de transporte para un
aminoácido en concreto, indica la posibilidad de la
existencia de formas moleculares distintas encargadas de la
captación de este aminoácido, dependiendo de las
concentraciones circulantes del mismo. Es interesante señalar
que en los primeros trabajos realizados sobre este sistema
independiente de Na+ (Oxender y Christensen, 1963) no se
discutían estos aspectos, pero sin embargo, después de la
identificación del sistema L en hepatocitos (HcGivan y col.,
1977) y posteriormente, con los trabajos realizados en
cultivos de hepatocitos (Handlogten y col., 1982b), se llegó
a la conclusión de asignar cada componente a un sistema
distinto que fueron denominados Ll y L2. Estos dos nuevos
sistemas poseían entidad propia con características cinéticas
bien diferenciadas, el sistema Ll posee alta afinidad (50
M-H) mientras que el L2 presenta baja afinidad
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(500p,M). La aparición de los dos sistemas, de todas
formas, es confusa, puesto que parece ser que el Li aparece
en un cultivo de hepatocitos después de las primeras 24
horas, precisamente cuando decrece la actividad del sistema
L2. Parece ser que la aparición del Ll es dependiente de
síntesis de novo de proteínas y ARN (Handlogten y col.,
19o2b). Estos resultados nos muestran como entidades
cinéticas adscritas originariamente a un único sistema son
selectivamente afectadas por agentes modificadores de grupos
tiol como el NEH. Nuestros datos no nos permiten establecer
si el sistema A o el ASC, o ambos, son los responsables de
estos cambios, pero el hecho de que en todos los grupos
experimentales sea .posible la linearización de las tasas de
transporte hace pensar en cambios compensados en ambos
sistemas, de otra manera cabría esperar la aparición más
marcada de dos componentes en la representación de Eadie-
Hofstee y se perdería la linearidad. La alta correlación
entre las £1/2 dßl efecto inhibidor y las Km para el
substrato cuando la proporción de A y ASC en el transporte
total parece inalterada, sugiere que nuevas formas
moleculares presentan centros activos con una conformación
modificada, de forma que la(s) proteína(s) transportadora(s)
se hace(n) más afín(es) para el substrato. Es tentador
imaginar que un eventual grupo -SH implicado en la función
transportadora se hace más asequible para el substrato y, en
la misma medida, para el agente que lo modifica (NEH o
PCHBS). La cuestión es ahora determinar que quiere decir
"forma molecular nueva". Pensar en la expresión de genes
codificando un tipo de proteína con propiedades funcionales
muy parecidas a A o ASC pero con características cinéticas
algo distintas se hace dificil, en una situación fisiológica
caracterizada por un balance proteolítico hepático (Goodman y
Ruderman, I960). La reciente posibilidad sugerida por Dawson
y Cook (1907) de que el sistema A pudiera ser modulable por
fenómenos de fosforilación-desfosforilación parece mucho más
atractiva, en una situación como la de ayuno, donde muchos
parámetros hepáticos son modulables por los cambios
hormonales mediante mecanismos de esta índole. Por otro lado,
los trabajos de Fehlmann y col. (1979b) donde se demuestra
que la aparición de una componente de alta afinidad en
respuesta al ayuno depende de síntesis proteica, en ningún
caso cofirma que la proteína sintetizada de novo sea la
responsable directa de esa componente altamente afín. En
cualquier caso, nuestros resultados demuestran que la
respuesta al ayuno es un modelo fisiológico ideal donde
correlacionar cambios in vivo con modificaciones estables
de los transportadores a nivel de membrana plasmática.
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5. 3. EXPERIENCIA 2

Tal como se ha indicado en el apartado 1.2.3.1. de la
Introducción de esta memoria y en los objetivos propuestos,
la gestación se acompaña de un significativo incremento en la
captación hepática de aminoácidos, especialmente de alanina,
que no es debida a cambios apreciables en la asequibilidad de
substratos. Este es pues también un buen modelo fisiológico
para intentar determinar hasta qué punto las capacidades
hepáticas para captar aminoácidos detectadas in vivo,
pueden correlacionarse con cambios en las características
cinéticas de los transportadores de membrana.

En esta experiencia, hemos utilizado preparaciones de
membrana plasmática de hígado de ratas vírgenes y gestantes
de 21 días, para averiguar si la capacidad hepática para
captar L-alaniña se veía incrementada en las hembras
gestantes a término, por medio de un efecto estable a nivel
de membrana plasmática.

Al igual que se ha indicado en el precedente apartado
de esta discusión, el elemento previo imprescindible para
poder obtener conclusiones válidas de nuestros resultados, es
la comprobación de la homogeneidad estructural y funcional de
las preparaciones de vesículas de membrana plasmática
obtenidas en ambos grupos experimentales. Los mismos
requisitos que se cumplían en el apartado anterior
(Experiencia i), también se cumplen en esta experiencia; con
la única salvedad de la mayor recuperación de actividad
S'Nucleotidasa en las preparaciones de ratas gestantes. No
obstante, ésto no representa ningún problema dado que el
nivel de enriquecimiento del marcador de membrana plasmática
resultó ser muy similar en ambos grupos experimentales.

La capacidad concentrativa de L-alanina por las
vesículas de animales gestantes de 21 días fue superior a la
de las ratas vírgenes, lo cual puede estar relacionado con
las evidencias obtenidas in vivo (Casado y col., 1987a).
Los resultados descritos en este trabajo demostraron que los
hígados de los animales gestantes captaban más alanina que
los animales vírgenes. Aunque en la medición de la captación
de aminoácido en función del tiempo, no se pueda asegurar que
se hayan modificado las constantes cinéticas del transporte
del substrato, si que se puede obtener una información de
las condiciones necesarias para el estudio de estos
parámetros. Consideramos que el tiempo de ÍO s es el más
adecuado para los estudios de la cinética del transporte que
se discutirán a continuación, puesto que se está en
condiciones muy cercanas a la velocidad inicial y además,
porque este tiempo permite obtener un buen margen ¿le
sensibilidad en las medidas de transporte realizadas en
nuestras condiciones experimentales. Similares condiciones y
resultados se han obtenido en trabajos anteriores realizados
con animales de 12 días de gestación (Fastor-Anglada y col.,
1967). La evolución del contenido intravesicular de L-alanina
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en presencia de K+ y ausencia de gradiente electroquímico
de Na+ en el medio, nos permite sugerir que no existen
diferencias significativas entre los volúmenes vesiculares de
ambas preparaciones, por lo tanto las diferencias obtenidas
en las distintas captaciones de aminoácido no pueden ser
debidas a hetereogeneidad de las preparaciones de los grupos
experimentales.

Cuando se estudió el transporte de L-alanina en función
de una concentración creciente de aminoácido se observó que
la captación de substrato variaba dependiendo del tipo de ion
que se introdujo en el medio. El transporte de L-alanina en
presencia de potasio 100 mH incrementó linealmente con las
concentraciones crecientes de aminoácido, lo cual se atribuye
normalmente a un proceso de difusión pasiva (Pastor-Anglada,
1965). Los coeficientes de difusión encontrados para ambas
preparaciones de membranas vesiculadas fueron similares en
nuestras condiciones experimentales. Cuando se estudia la
captación de L-alanina en presencia de sodio, se obtiene una
curva que al sustraerle los datos de la difusión se ajusta a
una cinética de transporte de tipo Michaelis-Henten.

La gestación induce un incremento en la capacidad de
transportar L-alanina por el hígado sin producirse una
modificación significativa de su Km (afinidad por el
substrato). Nuestros valores de Km han sido de la misma
magnitud que los descritos por otros autores que estudiaron
la captación de alanina en vesículas de membrana plasmática
de hígado de rata (Sips y col., 19öOb; Rosenthal y col.,
1905; Pastor-Anglada y col., 1907), y están en concordancia
con lo descrito en el apartado anterior (ver apartado 5.2. ).
La diferencia encontrada en la Vmax durante el período de
gestación también está de acuerdo con los resultados
encontrados en anteriores trabajos (Pastor-Anglada y col. ,
1907). Debido a que el valor de Km está en el margen superior
de las concentraciones fisiológicas de alanina en la vena
porta (alrededor de 2 mH), es de suponer que fluctuaciones en
la asequibilidad del substrato pueden influir sobre la
captación hepática. Esto no parece ser el caso de la
gestación a término donde no se producen cambios en la
asequibilidad de alanina (Casado y col., 1987a), pero puede
ser importante a la mitad de la lactancia, cuando la
asequibilidad de este aminoácido está incrementada (Casado y
col. , 1987b).

Dado que el incremento de Vmax observado es muy pequeño
el calculo de los índices de captación nos ha permitido tener
una visión más fisiológica de lo que estos cambios
representan a nivel del organismo entero. Debido a que el
hígado de las ratas gestantes es hipertrófico e hiperplásico,
nosotros sugerimos que ambos factores pueden contribuir al
aumento absoluto de la actividad del transporte de L-alanina
In vivo. Esto significa que no solo existen más células y
consecuentemente más transportadores, sino que también hay
más transportadores por célula. Por otro lado, la capacidad
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hepática para captar alanina permanece incrementada cuando se
expresa por iOOg de peso corporal. Estos datos están de
acuerdo con las observaciones previas hechas in vivo que
muestran un incremento neto de la captación de alanina por el
hígado de ratas gestantes a termino cuando se expresan
también por IOOg de peso corporal (Casado y col., 1987a). De
todas formas, parece extraño que solo un 20X de incremento en
este parámetro pueda explicar enteramente la captación
hepática neta encontrada in vivo. El calculo de los
resultados obtenidos sobre la captación de L-alanina por g de
tejido y por tejido total, muestran al igual que con el
anterior, un incremento en la capacidad de las ratas
gestantes de captar L-alanina por parte del hígado. En el
parámetro que tiene por referencia la cantidad de tejido
total es de vital importancia el incremento de masa hepática
experimentado por los amimales gestantes.

Cuando se calcularon los índices de utilización de
L-alanina, dentro del margen de concentraciones fisiológicas
de este aminoácido, se pudo observar que para todas las
concentraciones ensayadas se detecta una mayor captación
hepática en las ratas gestantes, lo cual, estaría de acuerdo
una vez más con los resultados obtenidos en las experiencias
realizadas in vivo.

En cualquier caso, nosotros creemos que el estado
hormonal de la vena porta debe ser un factor fundamental y
regulador de la captación de aminoácidos por el hígado in
vivo y probablemente éste sea uno de los factores que
permita establecer el nexo de unión entre las observaciones
in vivo e in vitro. No hay que olvidar que, si bien
en este caso, también pueda hablarse de una cierta
correlación entre los balances hepáticos medibles in vivo
y los cambios estables a nivel de membrana plasmática, no
puede pensarse que los ligeros cambios de Vmax son el eje de
las adaptaciones observadas en la gestación a término.
Hormonas como el glucagón y factores de crecimiento como el
EGF (factor de crecimiento epidermal) pueden ejercer un
efecto a corto plazo que se traduce en una acción
estimuladora del transporte de alanina en hepatocitos
aislados (Houle y col., 1987; Houle y HcGivan, 1987). Ademas
los niveles plasmáticos de EGF están incrementados durante la
gestación en ratón (Kurachi y Oka, 1985) y algunas funciones
metabólicas hepáticas son resistentes a la insulina (Leturque
y col., 1987). Asi pues, cabe pensar en una modificación de
la respuesta normal del transporte a la relación
insulina/glucagón portal. Evidentemente estos efectos se
pierden después del proceso de purificación de vesículas de
membrana plasmática.

La evidencia de la existencia de efectos hormonales
directos sobre el transporte hepático de aminoácidos ha sido
el objetivo de la Experiencia 4- de esta memoria que se
discutirá más adelante.
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5. 4. EXPERIENCIA 3¿_

Hasta el momento hemos podido estudiar dos modelos
fisiológicos caracterizados por un descenso (ayuno) y un
mantenimiento (gestación) de la asequibilidad hepática de
alanina. La lactancia, por el contrario, es un estado
fisiológico que se acompaña de una elevada asequibilidad
hepática de este aminoácido (Casado y col., 1987b). Podría
pensarse que ésto es debido a la conocida hiperfagia propia
de este periodo (Shirley, 1984), pero los resultados antes
mencionados se obtuvieron en condiciones casi post-
absortivas, hecho que induce a pensar que la alanina que
llega al hígado debe ser mayoritariamenté de origen endógeno.
En estas condiciones, el hígado de las ratas lactantes capta
casi tres veces más alanina que el de las ratas controles,
cuando el cambio de asequibilidad es tan sólo de un "307,. En
su momento hipotetizamos que esta adaptación podría
correlacionarse con cambios en las características cinéticas
de los transportadores implicados en el transporte hepático
de este aminoácido. En esta experiencia abordamos este punto
en concreto.

De forma similar a lo descrito en las anteriores
experiencias, nuestras preparaciones vesiculares fueron
perfectamente homogéneas, independientemente de la situación
experimental. Los enriquecimientos y recuperaciones de los
enzimas marcadores de membranas subceluí ares son del mismo
orden de magnitud que los encontrados en el resto de
experiencias.

Dado que en los experimentos în vitro, realizados
con preparaciones de membrana plasmática, se utilizó una
concentración de L-alanina i mH (rango fisiológico),
consideramos que la mayor capacidad concentrativa de las
vesículas de los animales lactantes de 15 días, podía
correlacionarse con la mayor captación hepática neta de
alanina observada In vivo (Casado y col., I967b). No
obstante, el análisis cinético de la componente de transporte
dependiente de sodio del hígado de las madres lactantes,
reveló modificaciones tanto de capacidad máxima de transporte
(descenso de Vmax) como de su afinidad para con el substrato
(descenso de Km).

Basándonos en la recuperación de 5'Nucleotidasa, los
resultados que obtuvimos de los índices de captación hepática
de L-alanina indican que por gramo de tejido los animales
lactantes captan menos que los controles, esto es un reflejo
del descenso de la capacidad máxima del sistema durante la
gestación (Vmax) y, por otra parte, el mantenimiento durante
este período de la concentración de proteínas hepáticas por
gramo de tejido. Debido al incremento de la masa hepática
durante el período de lactancia, aproximadamente un 6OX, se
puede observar que cuando se calcula la capacidad de
transporte hepática total, las madres lactantes presentan
valores más elevados que los animales vírgenes. Viña y
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Williamson (1901) discuten sus resultados sobre estudio de la
captación en hepatocitos, justificando que en la lactancia el
hígado se encuentra en un estado de hipertrofia y que por
este motivo, los resultados que obtienen, en los que se
describe una disminución en la captación de L-alanina in
vitro por hepatocitos aislados, no necesariamente puede
indicar una tendencia en la captación hepática total. Cuando
se analizan los resultados obtenidos al calcular el valor de
captación hepática por íOOg de peso corporal, se observa que
la lactancia no induce cambios que modifiquen este parámetro,
debido a. que a pesar de que los hígados de los animales
lactantes captan ligeramente más que los de los animales
vírgenes, los pesos de las madres lactantes de 15 días
también son algo mayores, con lo cual esta relación provoca
que no existan cambios en la captación hepática relativa en
este parámetro. Aparentemente estos resultados no estarían de
acuerdo con lo descrito anteriormente en la bibliografía
(Casado y col., 1987b), donde se observó que en este
parámetro existía un aumento en la captación hepática de
alanina in vivo en madres lactantes.

Ho obstante, hasta ahora, nos hemos referido a
capacidades totales, es decir, índices de captación
calculados a partir del valor de Vmax. Es interesante
constatar que el estudio de los índices de captación hepática
de L-alanina en las madres lactantes de 15 días, dentro del
rango de concentraciones fisiológicas, indica sin lugar a
dudas que el hígado de las ratas lactantes capta más que el
de las vírgenes. Este resultado está totalmente de acuerdo
con lo descrito por Casado y col. (1987b), de manera que a
pesar de lo anteriormente expuesto, los resultados del
estudio realizado in vivo están en concordancia con los
que nosotros hemos encontrado in vitro. La diferencia
fundamental reside en el hecho de que para el estudio
cinético se han utilizado concentraciones de aminoácido
comprendidas dentro de un amplio margen, de manera que se
pueda llegar a saturar el sistema, mientras que los estudios
in vivo están mas relacionados con los resultados
obtenidos en las pruebas dentro del rango de concentraciones
fisiológicas (entre 0.1 y 2 mM). Nuestros resultados
permitir ían explicar parc ia lmente las divergencias
encontradas en la bibliografía con respecto a la captación de
L-alanina por el hígado, ya que en los trabajos de Viña y
Williamson (1981) se describe que los hepatocitos aislados de
ratas lactantes incubados con una concentración de 5 mM,
captan el 31X menos que los de ratas vírgenes, sin embargo,
la captación por el hígado de ratas lactantes encontrada in
vivo por Casado y col. (1987b), es de aproximadamente unas
tres veces más que las controles. Parece lógico pensar que en
la situación in vivo el sistema no estaría saturado, ya
que la concentración portal de aminoácido es aproximadamente
de 0.5 mM (Viña y Williamson, 1981; Casado y col., 1987b),
es decir, en el rango en el que los índices de captación se
hallan incrementados, mientras que en las incubaciones in
vitro, al ser realizadas a una concentración de 5 mM, el
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sistema está probablemente saturado (Km 1.2 mH) encontrándose
una captación inferior en estos hepatocitos, lo cual estaría
de acuerdo con el descenso observado de Vmax. Paralelamente,
las mismas consideraciones que se nacían en relación a los
eventuales efectos del contexto hormonal portal siguen siendo
igualmente válidas para esta situación fisiológica en la que
la relación Insulina/Glucagón se encuentra también disminuida
(Burnol y col., 1983).

Al igual que comentábamos en la experiencia dedicada a
la adaptación al ayuno, el descenso de afinidad observado en
el grupo de madres lactantes de 15 días, debe ser
caracterizado exhaustivamente. Ello quiere decir, que debe
establecerse la magnitud de la participación relativa de los
sistemas encargados mayoritariamenté (A y ASC) de la
captación total de L-alanina dependiente de sodio.

Utilizando las posibles estrategias que ya mencionamos
anteriormente para discernir entre los sistemas encargados de
la captación de alanina, realizamos la incubación de las
preparaciones vesiculadas en presencia de HeAIB y otros
aminoácidos naturales transportados mayoritariamente por
diversos sistemas de transporte. Es importante señalar que la
inhibición causada, por HeAIB que normalmente se utiliza
para distinguir entre los sistemas A y ASC (Kilberg y col. ,
1979; Kilberg y col., 1981; Christensen y col., 1985), fue
superior en las preparaciones de ratas lactantes, lo que
índica un incremento en la participación relativa del sistema
A. De igual manera, el aumento de inhibición provocada por
L-prolina, aminoácido captado mayoritariamente por el sistema
A (Bourdel y Forestier, 1982), en las vesículas de ratas
lactantes, confirmaría esta posibilidad. Los resultados
obtenidos para los demás aminoácidos, L-cys, L-gln y L-leu,
substratos mayoritarios de los sistemas ASC (Kilberg y col. ,
1979), N (Kilberg y col., 1980; Jacob y col. 1986) y L
(Oxender y Christensen, 1963) respectivamente, no están por
regla general en contradicción con el aumento de la
participación del sistema A en la captación total de
L-alanina.

La otra prueba que utilizamos, para intentar
identificar si la posible causa que modificó los parámetros
cinéticos del transporte de L-alanina en nuestras
preparaciones vesiculares fueron debidas a un cambio en la
participación relativa de los sistemas de transporte
implicados, ha sido la sustitución del ion en las
incubaciones realizadas. Al sustituir el sodio por el litio
en los gradientes electroquímicos se puede estudiar la
tolerancia de los sistemas de transporte de L-alanina a este
ion. Kilberg y col. (1979) describieron que en hígado el
sistema A es menos tolerante al litio que el ASC. Esta
estrategia ya se ha utilizado con anterioridad (Edmondson y
col., 1979; Bourdel y Forestier, 1962; Bourdel y col., 1989)
para discernir entre la participación de ambos sistemas tal y
com se ha indicado previamente en el apartado 5.2.. Al
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incubar nuestras vesículas, en el rango de concentraciones
fisiológicas (i mH), y dentro del espacio de tiempo cercano a
la velocidad inicial del transporte, se pudo observar una
mayor inhibición por el efecto del litio en la captación de
las vesículas de ratas lactantes. Estos resultados también
son compatibles con una mayor proporción relativa del sistema
A en la captación de L-alanina por estas vesículas. El
resumen de estas dos estragegias, coincide en remarcar que en
el estado de lactancia, existe una mayor participación del
sistema A en la captación de L-alanina por las vesículas de
membrana plasmática de hígado de rata, lo cual, obviamente,
debe acompañarse en un descenso en la proporción de ASC. Este
hecho explicaría las variaciones observadas en la capacidad
del sistema (Vmax) y muy especialmente en su aumento de
afinidad (descenso de Km).

Un cambio substancial en la proporción de los sistemas
responsables del transporte de L-alanina puede también
quedar reflejado en una variación del patrón de inhibición
provocado por agentes modificadores de grupos -SH. Si es
verdad que existe una modificación en la participación
relativa, cosa que ya parece demostrada con las anteriores
pruebas, la inhibición efectuada por moléculas, tales como
NEH y PCHBS, puede verse alterada respecto a la efectuada en
el grupo de animales vírgenes. Las formas moleculares de los
dos sistemas de transporte (A y ASC) tienen que 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 comportamiento
presentado, por los grupos -SH de proteínas transportadoras
de membrana, cuando estas se ven sometidas a una incubación
con NEH (Hohri y col., 19ÖO). De los resultados descritos en
este trabajo puede concluirse que las moléculas
transportadoras responsables del sistema ASC, no se verían
tan afectadas como las del sistema A, por una inhibición por
el NEM. Si a esto, añadimos que el PCHBS es mucho más
efectivo en su acción inhibidora que su homólogo, para el
sistema A, resultado que está descrito en la bibliografía
para el transporte de prolina en mioblastos L6 (Klip y col.,
1982), una incubación de las preparaciones vesiculares con
estos agentes modificadores de grupos sulfidrilo nos podría
dar más información al respecto, sobre la hipótesis antes
mencionada.

Al analizar los resultados de las inhibiciones
efectuadas por NEH y PCHBS en nuestras vesículas, se puede
observar como las preparaciones de animales lactantes son
menos resistentes a la inhibición por estas moléculas.
Nuestros resultados inducen a pensar en que existen formas
moleculares distintas encargadas de la captación del
aminoácido, o que por el contrario, las formas que
normalmente se encargan de este transporte han variado en su
proporción relativa a la hora de su participación en la
captación de L-alanina. Esto está relacionado claramente con
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lo descrito con anterioridad sobre la diferente reactividad
de los distintos grupos sulfidrilo de los diversos sistemas
de transporte implicados mayoritariamente en la captación de
L-alanina (Honri y col., 1980). Utilizando otras pautas de
trabajo, estudios realizados en hepatocitos aislados,
determinando la resistencia diferencial de los diferentes
sistemas de transporte hepáticos, en diversas lineas
celulares de hepatomas, a la inhibición por agentes
modificadores de grupos sulfidrilos, describen que en
hepatocitos aislados no transformados (control) el NEH inhibe
alrededor de un 84X el sistema A y de un 66X el ASC (Kilberg
y col., 1988). Estos mismos autores encuentran que la
inhibición efectuada por el PCHBS en estas células también
fue ligeramente diferente, siendo de un 73 y 68X para A y ASC
respectivamente. Recientemente, también se han realizado
experiencias sobre el efecto inhibidor del NEH, a una
concentración de 0.1 mM, sobre el transporte de L-alanina en
vesículas de membrana plasmática de hígado de rata, separando
la captación resistente al HeAIB, sistema ASC, y la
componente perteneciente al sistema A (Pola, 1989). En estos
resultados se observa que el NEH ejerce una inhibición de
aproximadamente un 15X más al transporte de alanina
dependiente de sodio mediado por el sistema A, que al
realizado por parte del sistema ASC. Dichos resultados
refuerzan, aun más, lo encontrado en las inhibiciones por
diferentes aminoácidos y por la sustitución del ion Na+

por el Li+ en el medio de incubación, en los que se
sugería una modificación en la proporción relativa de los
sistemas de t ranspor te de alanina, aumentando
proporcionalmente la captación de aminoácido por el sistema
A.

Un último punto a considerar, ya al margen de
caracterización bioquímica del cambio de afinidad del (de
los) transportador(es) de L-alanina, es el significado
fisiológico de una adaptación de esta índole. En el caso de
la respuesta al ayuno, el aspecto teleológico de la
adaptación parece claro. En este caso la cuestión es algo más
compleja, en tanto que es difícil correlacionar un aumento de
afinidad cuando la asequibilidad hepática de alanina se halla
también incrementada. Existen evidencias que sugieren que la
glándula mamaria es el órgano principal responsable del
metabolismo de aminoácidos durante la lactancia (Williamson,
1986). Esto se ha valorado mediante diferencias
arteriovenosas (Viña y co l . , 1981; Viña y Williamson, 1981) o
por incubación de acinos aislados de glándula mamaria (Viña
y Willianson, 1981). Los aminoácidos son utilizados por este
órgano principalmente para la síntesis de proteínas de la
leche y lipogénesis (Viña y Williamson, 1981). Por otra parte
y puesto que el período de lactancia está marcado por una
conocida hiperfagia (Shirley, 1984), se ha sugerido que el
exceso de aminoácidos suministrado por la dieta podría ser
metabolizado por la glándula mamaria y el hígado, debido a
los altos requerimientos de estos dos órganos durante este
período (Casado y c o l . , I987b).
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No obstante, la lactancia se caracteriza por otra
importante adaptación, la cual podría, al menos parcialmente,
contribuir a explicar los cambios detectados en los
parámetros cinéticos de captación hepática de L-alanina. A
pesar de la ya mencionada hiperfagia, la rata lactante es
marcadamente hipoglucémica en condiciones inmediatamente
post-absortivas, lo cual se acompaña de unas tasas de
producción endógena de glucosa superiores a las propias de
los animales controles (Burnol y col., 1986). De la misma
manera, las tasas de utilización basai de glucosa por algunos
músculos esqueléticos como el E pitrochlearis y el
Extensor Digitorum Longus están sensiblemente disminuidas
en las madres lactantes (Burnol y col., 1987), lo cual puede
interpretarse, conjuntamente con la mayor producción hepática
de glucosa, como el resultado de una adaptación ante una
situación de elevados requerimientos de este substrato
energético, como si de una respuesta al ayuno se tratara,
pero con la salvedad de que ésta es una situación fisiológica
normal. El origen de esta adaptación metabòlica debe buscarse
sin lugar a dudas en la elevada captación de glucosa por la
glándula mamaria, la cual es a su vez extremadamente sensible
a la privación de alimento y a la realimentación (Jones y
Williamson, 1984; Page y Kühn, 1986). De forma perfectamente
coherente con este cuadro metabólico, se ha podido comprobar
que en condiciones casi post-absortivas, in vivo, el
hígado de las madres lactantes capta una abundante cantidad
de substratos gluconeogenéticos, principalmente lactato y
alanina (Casado y col., 1987b,c,) a la vez que la actividad
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa hepática se encuentra
incrementada (García-Ruiz y col., 1983). Así pues, un
contexto metabólico ya de por si "gluconeogenético", ligado a
los elevados requerimientos de glucosa de la glándula
mamaria, sensibles a los propios ritmos circadianos de
ingesta, sería compatible con una adaptación estable a nivel
hepático como la que nosotros hemos descrito. La distinta
participación relativa de ambos sistemas A y ASC, comportando
una mayor afinidad para captar L-alanina por parte del
hígado, sería coherente con una adaptación estable destinada
a garantizar la capacidad hepática para mantener tasas de
transporte de aminoácidos gluconeogenéticos incrementadas en
aquellas condiciones de eventual descenso en la
asequibilidad, hecho éste que quizás pueda observarse dentro
del propio ritmo circadiano de ingesta, sin necesidad de
pensar en condiciones más extremas como puede ser un ayuno a
corto plazo.
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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 captación Hepática encontradas in vivo podían
correlacionarse con cambios en las características cinéticas
de los transportadores determinadas in vitro. De manera
general, el conjunto de resultados hasta ahora discutidos
permiten establecer un cierto nivel de correlación entre las
captaciones netas encontradas in vivo y los cambios en
los parámetros cinéticos de los sistemas de transporte
encontrados in vitro. Probablemente el caso más
significativo es el de la adaptación al ayuno, donde la alta
correlación entre los niveles portales de alanina y el
aumento de afinidad de los sistemas de transporte
responsables de su captación, indican que el hígado es capaz
de responder a estímulos fisiológicos (descenso progresivo de
asequibilidad de substrato) mediante cambios estables a nivel
de la membrana plasmática. Este tipo de correlaciones se ha
intentado establecer anteriormente en otros modelos
experimentales, como por ejemplo, la adaptación a dietas
hiperproteicas (Réraésy y col., 1978; Fafournoux y col., 1962¡
Fafournoux y col., 1983; Rémésy y col., 1988), la diabetes
experimental (Barber y col., 1982; Brosnan y col., 1983;
Rosenthal y col., 1985), la gestación (Pastor-Anglada y col.,
1987) o el desarrollo post-natal (Casado y col., 1988). En
algunos casos las características cinéticas de los
transportadores permiten explicar perfectamente lo que ocurre
in vivo (caso de gestación, diabetes o dietas
hiperproteicas), sin embargo en otros casos establecer el
nexo de unión entre ambos modelos resulta más conflictivo
(caso del desarrollo post-natal). Lo que es evidente es que
la captación neta in vivo puede depender también de
factores que, obviamente, no se encuentran presentes a la
hora de evaluar un modelo in vitro (hígado perfundido,
hepatocitos en suspensión o en cultivo y vesículas de
membrana plasmática).

Un primer factor a considerar es el propio metabolismo
hepático, el cual, si bien se encuentra presente en los
dos primeros modelos antes citados, también es cierto que
puede estar alterado por los procesos de aislamiento de
células parenquimales y en el caso del uso de vesículas de
membrana plasmática está completamente ausente. Para el caso
concreto de la alanina, su transporte a través de la membrana
plasmática del hepatocito parece ser factor limitante de su
metabolismo (Sips y col., 1980b; Groen y col., 1982). Quizás
por ello, cuando se incrementan los niveles portales de
alanina mediante infusión exògena in vivo, se obtiene una
cinética saturable de la cual se deduce que la concentración
portal necesaria para conseguir la mitad de la tasa máxima de
utilización de alanina in vivo es del mismo orden que la
Km determinada in vitro (Fafournoux y col., 1963). Es
interesante señalar que para otros substratos activamente
captados por el hígado este tipo de correlación no existe.
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Este sería el caso del lactato. Estudios recientes sobre el
transportador de lactato en vesículas de membrana plasmática
de hígado de rata permiten observar una Km para este
substrato del orden de 2.5 mH (Quintana y col., 1988). No
obstante, cuando se infunde lactato a ratas ayunadas con el
fin de incrementar sus niveles portales (de forma análoga al
experimento con L-alanina) y se mide su captación neta, no se
obtiene una saturación en el rango de concentraciones
estudiadas (hasta 5 mH) (Felipe y col., 1989). Esto sugiere
que en estas condiciones el metabolismo hepático juega un
papel importante a la hora de determinar los balances in
vivo para este metabolite.

Un segundo factor a considerar es el contexto hormonal
presente en la vena porta. Es obvio señalar que en la
utilización de cualquier modelo in vitro el factor
hormonal se halla ausente, si bien las condiciones de
incubación pueden ser modificadas exógenamente por el
investigador. La vena porta se constituye como el principal
suministrador de aminoácidos al hígado, tanto por el elevado
contenido de estos compuestos, como por el flujo sanguíneo
portal, que representa alrededor del 70X del flujo hepático
(Rémésy y Demigné, 1983; Rémésy y col., 1983; Casado y col.,
1987a,b,c). De igual manera, las posibles modificaciones en
la relación insulina-glucagón, que se pueden producir en esta
vena debido al estado nutricional del animal (Jarousse y
col., 1980), pueden modular de forma importante la propia
captación hepática de substratos.

Las primeras evidencias de los efectos del glucagón
sobre la captación hepática de aminoácidos 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). El efecto
inductor de una componente de alta afinidad, asimilable al
sistema A, se da también por efecto de la insulina y, en
ambos casos, es inhibible por cicloheximida, de lo cual se
deduce que dicho efecto es dependiente de síntesis proteica.
En trabajos posteriores en hepatocitos aislados se puso de
manifiesto un efecto a corto plazo del glucagón (Edmonson y
Lumeng, 1980). Estos autores describen que a los cuatro
minutos de preincubación con glucagón (tiempo mínimo
estudiado), se observa una importante estimulación del
transporte dependiente de sodio de L-alanina no inhibible por
cicloheximida. Es la primera vez, que se sugiere un papel
regulador del glucagón, a muy corto plazo, sobre la captación
de aminoácidos neutros por células parenquimales hepáticas.
Este efecto se ha estudiado con detalle muy recientemente por
McGivan y col. y parece estar ligado a cambios en la
polarización de la membrana plasmática (Houle y col . , i9o7).

Nuestra última experiencia ha pretendido poner de
manifiesto eventuales efectos hormonales a corto plazo sobre
la captación de L-alanina por vesículas de membrana
plasmática de hígado de rata. Es la primera vez, que sepamos,
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que se utiliza este modelo para este tipo de aproximaciones.
Nos liemos ceñido al estudio con preparaciones de vesículas de
membrana plasmática de ratas control, puesto que nuestro
interés ha sido profundizar en los efectos del contexto
hormonal sobre las funciones transportadoras hepáticas.

El principal problema, a la hora de poder evaluar los
efectos hormonales a corto plazo sobre los parámetros de
transporte en este modelo, radica en el corto intervalo de
tiempo durante el cual se mantiene el gradiente
electroquímico de sodio a través de la membrana. Esto es así
debido a que las preparaciones de vesícula de membrana no
poseen actividad ATPasa dependiente de Na+ y K+ (Na-K
ATPasa), no porque el enzima sea inactivo per se, sino
por falta de substrato (ATP) en el espacio intravesicular.
Aunque pudiera parecer supèrflua esta comprobación, nuestras
preparaciones incubadas en presencia de ouabaina, inhibidor
específico de la Na-K ATPasa (Anner, 1985), confirman lo
anteriormente expuesto.

Nuestras primeras aproximaciones se centraron en el
estudio de los efectos a corto plazo de insulina, glucagón 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 la
relación insulina-glucagón en la vena porta puede ser un
factor importante en la modulación de la captación hepática
de aminoácidos; segundo, la evidencia de que el factor de
crecimiento epidermal (EQF) también ejerce una estimulación a
corto plazo del transporte de alanina en hepatocitos
aislados, mediada probablemente por mecanismos ligados a la
hiperpolarización de la membrana plasmática (Moule y HcGivan,
1967). En nuestras condiciones sólo era esperable detectar
aquellos efectos que pudieran ser inducidos en el plazo de
tiempo durante el cual se mantiene el gradiente
electroquímico de sodio (cuestión de segundos). Los
resultados obtenidos muestran que las vesículas incubadas en
presencia de glucagón y EGF ven modificada su capacidad
transportadora en condiciones cercanas a velocidad inicial
(10 segundos). Sin embargo, la insulina, no ejerció efecto
alguno en esta misma situación. Se sabe que en algunos
tejidos, como por ejemplo en músculo esquelético, la insulina
ejerce una acción estimuladora del transporte de aminoácidos
a través del sistema A que cursa en un plazo relativamente
corto (30 minutos) y no depende de síntesis proteica (Gumá y
col., 1908). No obstante, dicho efecto tampoco parece
depender del gradiente de sodio, por lo cual es fácil pensar
que un eventual efecto de esta hormona en nuestro modelo
experimental no sería observable durante el tiempo de estudio
empleado.

EGF y glucagón alteran la capacidad transportadora de
nuestras vesículas inhibiéndola, lo cual resulta en una menor
capacidad concentrativa de alanina, sin modificaciones en los
valores de equilibrio después de treinta minutos de
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incubación. La aparente contradicción de estos resultados con
lo previamente descrito en la bibliografía, puede deberse al
modelo experimental utilizado. Nuestros resultados no son
incompatibles, a primera vista, con la hipótesis del equipo
de McGlvan (Moule y col., 1987; Houle y HcGivan, 1987),
según la cual el similar efecto estimulador de EGF y glucagón
sobre el transporte hepático sería mediado por una
estimulación del flujo electroneutro de sodio (por acción del
antiporter Na-H), lo que a su vez produciría una
energetización de la Na-K ATPasa y ésta provocaría una
hiperpolarización de la membrana plasmática. En nuestro
modelo experimental, la segunda fase de este mecanismo
estaría bloqueada debido a la falta de substrato para la
ATPasa. En estas condiciones cabría esperar un efecto
inhibidor debido al flujo electroneutro de sodio y por lo
tanto a la disipación accesoria del gradiente iónico. Desde
un punto de vista funcional, esta hipótesis sería factible en
tanto que la localización de los sistemas de transporte de L-
alanina, de la actividad Na-K ATPasa y del antiporter Na-
H es la misma, es decir, en el dominio baso-lateral de la
membrana de las células parenquimales hepáticas (Blitzer y
Donovan, 1978; Van Amelsvoort y col., 1980; Moseley y col.,
1986).

El hecho de que la sustitución de sodio por litio se
traduzca en una menor capacidad concentrativa de alanina por
parte de nuestras preparaciones vesiculares, se encuentra en
perfecta concordancia con lo descrito en la bibliografía,
ya que, como se ha comentado en apartados anteriores, los
sistemas A y ASC presentan una resistencia variable a dicha
sustitución (Edmonson y col., 1979; Kilberg y col., 1979). De
la misma manera, se sabe que el antiporter Na-H admite
también la sustitución por litio (L'Allemain y Pouysségur,
1987), por lo que cabe suponer que en estas condiciones se
mantenga el efecto inhibidor. En realidad así ocurre para el
caso del glucagón, pero no para el EGF. Esta aparente
discrepancia puede quizás 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 concentración de estos compuestos de lOnH, el efecto
inhibidor observado para el glucagón fue superior al 20X,
mientras que para el EGF la inhibición resultó ser alrededor
de un 10X.

La posibilidad de que los efectos hormonales estuvieran
ligados a la modificación del gradiente electroquímico de
sodio se estudió indirectamente, mediante la determinación de
la captación de otros aminoácidos cuyo transporte puede ser o
no depend ien te de sodio (g lu tamina y leucina
respectivamente). La glutamina es captada por ls.z células
hepáticas mayoritariamente por el sistema N (Bradford y
HcGivan, 1978; Kilberg y col., 1980). Este sistema, al igual
que el A, parece ser susceptible de regulación, ya que su
actividad se encuentra incrementada en modelos de diabetes
experimental (Barber y col., 198E) y en vesículas de membrana
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plasmática de hígados de ratas previamente tratadas con
glucagon (Schenerman y Kilberg, 1986). El sistema L, por el
contrario, no es dependiente de un gradiente electroquímico
de sodio. Este sistema fue descrito en hepatocitos por
HcGivan y col., (1977), y sus trabajos, junto con estudios
realizados en otros tipos celulares, sugieren que el sistema
L no presenta control adaptative (Kelley y Potter, 1978) ni
está sujeto a regulación hormonal (Harrison y Christensen,
1971; LeCam y Freychet, 1976; Kilberg y Nehaus, 1977). Por lo
tanto, en base a lo que se conoce de ambos sistemas, N y L,
cabe suponer que un modelo de acción como el propuesto por
HcQivan, debería resultar en una inhibición de la captación
de L-glutamina, pero no de L-leucina. Nuestros resultados nos
permitieron comprobar que la captación de L-leucina por las
preparaciones vesiculares era más lenta que la de
L-glutamina; con lo cual se evidenciaba que a los 10 segundos
de incubación se estaba en condiciones mucho más cercanas a
la linealidad que en el caso de las incubaciones con
L-glutamina. Por otra parte, la hipótesis de que un sistema
de las características del L no debería verse modificado por
la acción hormonal a la que fue sometido, se cumple
estrictamente, no existiendo cambio alguno en lo que a
captación de aminoácido se refiere, cuando se somete a la
acción de EGF y Qlucagón. Trabajos anteriores realizados
sobre la captación de L-glutamina y L-histidina por vesículas
de membrana plasmática, evidencian que el transporte de
aminoácidos por el sistema N se realiza de forma muy rápida
(Casado y col., 1988; Leonardi y col., 1988). De igual
manera, cuando las vesículas eran incubadas a temperatura
ambien te (25°C), 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 glucagon modifica ligeramente
el perfil de la captación de L-alanina en función del tiempo.
Para conseguir acercarnos a condiciones de linealidad,
repetimos el mismo tipo de experiencia pero a 15°C. En
estas condiciones, como era de esperar, la velocidad de
captación se redujo considerablemente y se observó un efecto
inhibidor de la captación por parte del glucagon, si bien en
condiciones todavía lejanas a las de velocidad inicial.

Para intentar conseguir el poder estar en condiciones
de velocidad inicial y que además, las vesículas estuvieran
sometidas por un tiempo prudencial a la acción de estas
hormonas, nos planteamos el recurso de sustituir e l^ anión del
medio (tiocianato por sul fa to) . Anteriormente se habían
realizado estudios sobre las modificaciones que se producían
en la captación de aminoácidos cuando se realizaban este tipo
de sustituciones (Sips y co l . , 198Ob; Jacob y co l . , 1986). La
utilización de sulfato sódico en lugar de tiocianato sódico
se traduce en una menor tasa de transporte de L-alanina
(debido a que el anión sulfato es menos permeable que el
tiocianato) y así nos encontramos en condiciones de
linealidad hasta 15 segundos de incubación. Una vez
verificado el intervalo de linealidad, cuando las
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preparaciones vesiculares eran incubadas durante 10 segundos,
en presencia de un gradiente electroquímico de sulfato
sódico, se comprobó que, tanto el glucagón como el EGF
seguían ejerciendo una significativa acción inhibidora del
transporte de L-alanina al espacio intravesicular (alrededor
del 30X y del 20X respectivamente). Este efecto, tal como ya
se había comprobado para la acción hormonal sobre la
capacidad concentrativa (medio con tiocianato sódico),
resultó ser dependiente de la concentración de péptido
utilizada. En estas mismas condiciones, el transporte de
L-glutamina, pero no el de L-leucina, fue diferencialmente
inhibido por EGF y glucagón. La escasa magnitud de la
inhibición de la captación de L-glutamina en relación con la
de L-alanina quizás se deba a la distinta afinidad de los
transportadores A, ASC y N para el sodio, con lo que un
descenso de similar magnitud en el gradiente electroquímico
podría traducirse en efectos diferenciales sobre las tasas de
captación de estos aminoácidos.

Todos los resultados hasta ahora comentados nos
permiten sugerir que los efectos hormonales dependen, de una
manera más o menos directa, de la modificación del gradiente
electroquímico de sodio. Sin embargo, no existe ninguna
evidencia concreta acerca de si glucagón y EGF ejercen alguna
influencia sobre el gradiente en sí, o lo que es lo mismo, si
estos compuestos pudieran tener efectos más o menos directos
sobre el antlporter Na-H, tal como se ha sugerido
anteriormente.

Una de las posibles formas de abordar esta última
posibilidad es el estudio de las tasas de captación de
L-alanina en presencia de inhibidores del antlporter Na-
H. En estas condiciones cabría esperar que las tasas básales
de transporte o no se alteraran o incluso se incrementaran en
presencia del inhibidor, dado que se estaría bloqueando una
de las posibles vías de disipación del gradiente de sodio.
También cabría esperar la ausencia del efecto inhibidor
inducido por EGF y glucagón, siempre y cuando este fuera
mediado, al menos parcialmente, por la estimulación del
a n t l p o r t e r ,

La amilorida (3,5-diamino-6-cloro-pirazinoilguanidina)
y sus derivados, han sido ampliamente utilizados como
inhibidores de muy diversos sistemas de transporte de iones.
La más amplia revisión realizada sobre este tema ha sido
recientemente publicada por Kleyman y Cragoe (I960).
La amilorida fue utilizada inicialmente como inhibidor del
canal de sodio del epitelio urinario y posteriormente se le
sugirió un papel específicamente inhibidor, a muy bajas
concentraciones, de la actividad del antlporter Na-H. En
este contexto es frecuente todavía ver la expresión
"amiloride-blockable Na-H antiporter". Sin embargo, en esta
reciente revisión, se detallan estudios en los cuales puede
verse que el efecto de la amilorida es muy inespecífico, dado
que tanto puede afectar la actividad Na-K ATPasa, como
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incluso el transporte dependiente de sodio de solutos
orgánicos. Concretamente, los cotransportes Na/D-glucosa,
Na/L-alanina y Na/Fosfato, son inhibidos por amilorida a unas
concentraciones superiores a ImM (Cook y col., 1987; Harris y
col., 1988). Cuando incubábamos nuestras vesículas
simultáneamente con L-alanina ImH y amilorida a distintas
concentraciones (O.i, 1 y lOmH), encontramos un claro efecto
inhibidor de la capacidad concentrativa, totalmente
dependiente de la dosis de amilorida empleada. Es
interesante destacar que a i mH, obtuvimos aproximadamente un
507. de inhibición de dicha capacidad de concentrar
aminoácido, lo, que estarla de acuerdo con las ICso de 1-
2mH descritas para el transporte dependiente de sodio de
estos solutos en otros tipos celulares. El uso de amilorida
fue descartado para la inhibición especifica del
antlporter Na-H, puesto que no se cumplía lo esperado
dado que llegaba a anular totalmente la actividad
transportadora a la concentración de lOmH.

La síntesis de derivados análogos de la amilorida por
E.J.Cragoe, Jr. ha permitido disponer de compuestos mucho más
específicos en su acción inhibidora. Muchos han sido los
trabajos que se han realizado sobre los flujos de iones a
través de membranas a partir de la aparición de estos
inhibidores. Existen diferentes tipos; la base molecular de
todos ellos es la sustitución en la molécula de amilorida de
aquellos radicales, que por algún motivo pudieran ser los
responsables de la acción inespecífica. Concretamente, la
introducción de grupos hidrofóbicos en la mitad 5-amino o en
el átomo de nitrógeno terminal de la mitad guanidina
desciende espectacularmente la ICso de la molécula
precursora (amilorida) en su acción inhibidora sobre el
transporte dependiente de sodio de L-alanina (Harris y col.,
1908). Basándose en estas modificaciones se han publicado
trabajos utilizando análogos como el EIA (5-(N-etil-N-
isopropiD-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 que ambos derivados
inhiben las actividades de estas dos proteínas de membrana
(Renner y col., 1968). Nosotros hemos dispuesto de un
derivado suministrado por E.J.Cragoe, Jr., con alta
especificidad en su acción inhibidora sobre el antlporter
Na-H, ya que su Ki se sitúa alrededor de 0.16 uM y su
potencia relativa sobre la molécula precursora (amilorida) se
sitúa en 524 (Kleyman y Cragoe, I960). En nuestras
condiciones experimentales, se observó que el efecto
inhibidor inducido por glucagon y EGF sobre el transporte
dependiente de sodio de L-alanina, era bloqueado por la
presencia de este inhibidor específico del antlporter Na-
H, el HMA (5 - (N ,N-hexamet i l en ) - ami lo r ida ) , a una
concentración 5i¿M. Estos resultados permiten sugerir que
una eventual estimulación de la actividad del antlporter
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 vesículas de membrana plasmática.

El conjunto de todo lo anteriormente expuesto no está
en contradicción con la Hipótesis según la cual, EGF y
glucagón, pueden estimular el transporte de aminoácidos
mediante la hiperpolarización de la membrana en hepatocitos
aislados (Houle y HcGivan, 1987; Houle y co l , , 19Ô7). Proceso
que cursarla inicialmente mediante la estimulación del
antiporter Ha-H.

Un punto de especial interés que se desprende de
nuestros resultados es el margen tan corto de tiempo
necesario para que se visualicen los efectos mediados por EGF
y glucagón. Los mecanismos que regulan la actividad del
antiporter Na-H son sólo parcialmente conocidos y
recientemente han sido revisados por Van DyKe y Ivés (1908).
Básicamente los mecanismos pueden ser considerados en tres
apartados: modulación alostérica, modificación covalente y
síntesis de novo. Descartando ya de entrada la última
posibilidad, cabe decir que cualquier mecanismo dependiente
de fosforilación (vía proteïna quinasa C o vía actividad
quinasa del receptor de EGF) tampoco debe ser contemplado
como probable causa de la estimulación, debido a que, como se
ha discutido anteriormente, en nuestras vesículas no existe
ATP. Los efectos alostéricos conocidos se centran en el
efecto de la acidez intracelular (bajo pH) sobre la
estimulación del antiporter, la cual es de tipo
cooperativo positivo. No cabe contemplar ningún efecto de
este tipo en nuestro modelo, cuando los pH intra y
extravesiculares, en un inicio al menos, son idénticos. La
posibilidad de una vía ligada a movilización de calcio
reticular, puede en primera instancia ser considerada, dado
que nuestras vesículas retienen una determinada cantidad de
retículo endoplasmático. No obstante, esta posibilidad queda
descartada si consideramos que el contenido basal intra y
extravesicular de calcio es muy elevado, alrededor de £00
U.H, y las concentraciones necesarias para ejercer
cualquier tipo de modulación por este ion son del orden de
entre 0.01 y 10 M.H (Garty y Beños, 1988), con lo que las
eventuales señales metabólicas estarían siempre en niveles de
saturación. En estas condiciones cabría pensar en la
posibilidad de una acción directa de estos péptidos sobre el
antiporter, la cual podría inducir a lgún cambio
conf ormacional en la proteína y, éste a su vez, una
modificación de la actividad intercambiadora de sodio y
protones. Esta posibilidad parece muy atrevida, pero si fuera
así, no sería el primer caso descrito de acciones más o menos
directas sobre un transportador. Hyslop y col. (1987)
sugieren que la estimulación del transporte de glucosa por
insulina en adipocitos es compatible con la asociación de la
hormona en un sitio regulador que actuaría cinéticamente de
forma análoga a la modulación alostérica de enzimas de tipo V
por acción 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. (i960). En el caso
concreto del antlporter Na-H no conocemos similares
estudios. HcGivan y Moule (1967) describen como la perfusión
de hígado de rata durante 30 min con dibutiril-AMFc induce un
cambio estable a nivel de membrana plasmática, puesto que al
purificarse vesículas de membrana de estos hígados se detecta
una mayor actividad del antiporter. No obstante, estos
resultados son susceptibles de crítica dado que la actividad
transportadora se mide como el flujo de Na+ al interior
de las vesículas inhibible por amilorida. No se dan detalles
en este estudio del tiempo mínimo necesario para inducir esta
modificación, por lo que, en cualquier caso, el aspecto
mecanístico de estos efectos sigue siendo controvertido.

Los efectos que nosotros hemos observado necesitan ser
estudiados más exhaustivamente. En realidad lo que aquí se ha
presentado pretende ser el final de esta memoria y el inicio
de lo que va a ser nuestra línea de investigación inmediata.
De todas formas, esta primera aproximación, ha permitido
obtener una información novedosa, la cual nos permite
concluir que el contexto hormonal In vivo debe jugar un
papel crucial en la modulación del transporte hepático de
aminoácidos, mediante mecanismos ligados a los gradientes
iónicos transmembrana, los cuales aparentemente no se
acompañan de cambios estables y podrían modular la captación
neta de substratos in vivo. En la misma medida en que el
contexto hormonal portal se vea alterado como consecuencia de
estímulos nutricionales o fisiológicos en general, cabe
esperar cambios en las tasas de captación de aminoácidos.
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5. 6. VISION GLOBAL DE LA MEMORIA

Antes de proceder a sacar conclusiones de todo lo
expuesto, convendría tratar de integrar la totalidad de los
resultados presentados en esta memoria. Volviendo a los
inicios de este proyecto de investigación, cabe recordar que
el eje central de interés para nosotros, ha sido el
determinar hasta qué punto los cambios en las captaciones
hepáticas netas observadas in vivo, pueden
correlacionarse con sensibles modificaciones en las
características cinéticas de los transportadores de membrana
determinadas in vitro. En ultima instancia, se trata de
romper barreras conceptuales entre los aspectos fisiológicos
y bioquímicos ligados al transporte hepático de aminoácidos.
Es evidente que algunas correlaciones obtenidas son claras y
otras no. Para el caso de la adaptación al ayuno, tiene
sentido fisiológico claro el hecho de que la Km de los
transportadores hepáticos de L-alanina disminuya de forma
directamente proporcional al descenso del contenido portal de
este aminoácido. En última instancia esto implica que existe
una buena correlación entre las tasas de extracción
fraccional de este aminoácido y la afinidad por el substrato
de las proteínas responsables de su transporte. El estudio
exhaustivo de estos cambios en las constantes cinéticas nos
lleva a sugerir que esta adaptación no se originaría a partir
de una alteración en la proporción relativa de los sistemas A
y ASC en el transporte total de L-alanina, sino a partir de
la inducción de formas moleculares distintas, de nueva
formación, o fruto de la modificación 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 adaptación le permite al
hígado de los animales lactantes mantener tasas de
transporte, en el rango de concentraciones fisiológicas de
substrato, marcadamente elevadas, con lo cual se mantiene, al
menos parcialmente, la correlación entre el incremento de los
balances netos medidos in vivo y las características
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 la gestación, lo que se observa es un ligero
incremento de Vmax sin que los cambios de Km lleguen a ser
significativos. Una vez más, los índices de captación medidos
in vitro, en el rango de concentraciones fisiológicas de
L-alanina, permiten establecer hasta cierto una cierta
relación causal entre estos cambios observados in vitro y
los balances netos observados en experimentos anteriores. En
esta situación puede asumirse, sin demasiado margen de error,
que la captación está incrementada a través de ambos
sistemas, A y ASC, en pleno acuerdo con lo que ya se había
descrito a mitad del período 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 sí misma, es sólo un factor más, entre los
potencíalmente moduladores, de la captación neta in vivo.
El hígado responde a estímulos nutricionales y hormonales
básicamente mediante dos estrategias: aumento de la capacidad
transportadora total o cambio de afinidad. En este último
caso, el cambio de afinidad puede ser aparentemente debido a
dos causas: cambio en la proporción relativa de los dos
sistemas básicamente implicados en la captación dependiente
de sodio de la práctica totalidad de aminoácidos neutros (A y
ASC), o bien, generación de formas moleculares con distinta
afinidad por el substrato, pero en otros aspectos funcionales
idénticas a los sistemas clasicamente descritos. El porqué de
una u otra adaptación resulta todavía poco claro y las
situaciones fisiológicas estudiadas son lo suficientemente
distintas como para no saber a cual de los muchos puntos que
las diferencian puede ser debida tal adaptación. Dentro del
campo de la más absoluta especulación, podría ser atractivo
pensar que en respuesta a un ayuno el cambio de afinidad de
los transportadores viene mediado por una modificación post-
traduccional de proteínas ya sintetizadas más que por
síntesis de nuevas formas moleculares. La razón adaptativa de
un mecanismo de este tipo radicaría en consideraciones
meramente energéticas. Es mucho más rentable para un animal
privado de alimento modificar estructuras proteicas ya
sintetizadas (incluso alterando así su propia sensibilidad a
ser degradadas) que sintetizar nuevas moléculas en un
contexto en que el balance hepático será más bien
proteolítico. Durante la lactancia, en condiciones de
alimentación y con una marcada hiperfagia no cabría esperar
un mecanismo de este tipo. La reorganización de la proporción
relativa de ambos sistemas A y ASC en las tareas de
transporte hepático puede tener su sentido en un contexto de
adaptación ante una situación fisiológica "normal", en la
cual las capacidades de transporte deberán probablemente
mantenerse estables durante intervalos de tiempo
considerablemente largos (días de duración de la lactancia).
El ayuno no puede ser entendido como una situación "normal" y
cualquier cambio inducido deberá poder ser revertido en
cualquier momento, cuando se realimente al animal. Este nos
induce a pensar que otros modelos fisiológicos interesantes
que podrían aportar más información sobre la modulación in
vivo de los transportadores hepáticos podrían ser la propia
realimentación de animales ayunados e incluso el ayuno de
animales lactantes.

Otra faceta importante del trabajo que se presenta es
la evaluación de los efectos hormonales descritos. Si algo
demos-U-amos de forma feaciente es que existen efectos
hormonales a muy corto plazo sobre el transporte hepático,
los cuales parecen depender de la modificación de los
gradientes electroquímicos de sodio, con la participación, al
menos parcialmente, del antiporter Na-H. Los efectos
descritos no son incompatibles con la existencia de efectos
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estimuladores del transporte en aquellas condiciones en que
la Na-K ATPasa sea funcional. La completa caracterización de
estos efectos será realizada en un futuro inmediato por
nuestro equipo de trabajo, pero en este punto sabemos ya que
un factor indispensable a tener en cuenta, a la hora de
corre lac ionar ba lances in vivo y pa rámet ros
cinéticos in vitro, es el contexto hormonal de la vena
porta. Sin descartar el Hecho de que la insulina pudiera
ejercer acciones no détectables por nuestro modelo y
metodología, lo que es evidente es que en dos de los modelos
fisiológicos - estudiados (ayuno y lactancia), la relación
insulina/glucagón está fuertemente disminuida (en parte
debido a incremento en las concentraciones portales de
glucagón), con lo cual no es de estrañar que este factor
influya en los balances determinados in vivo. Para el
caso de las gestantes, hay que añadir la conocida resistencia
a la insulina, que al menos para el metabolismo glucídico se
da también a nivel hepático, con lo cual no es descartable
que la relación insulina/glucagón en esta situación, aunque
incrementada, pueda tener unas implicaciones muy distintas a
lo previsto en lo que a modulación del balance hepático in
vivo se refiere.
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6. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS



6. 1. CONCLUSIONES

De los resultados expuestos en esta memoria sobre la
modulación in vivo e in vitro de la captación de
L-alanina por vesículas de membrana plasmática de Hígado de
rata, pueden concluirse los siguientes puntos:

l. - En la rata, la privación de alimento produce un aumento
de la afinidad (Km) y un descenso de la capacidad (Vmax)
de los sistemas de transporte de L-alanina. Estos cambios
en los parámetros cinéticos están altamente
correlacionados con un descenso gradual en la
asequibilidad portal de al aniña.

a.- Durante el ayuno, se producen cambios importantes en la
inhibición de la función transportadora por otros
aminoácidos naturales. La estrategia utilizada para
discernir entre la proporción relativa de los sistemas de
transporte en la captación de L-alanina, mediante pruebas
con HeAIB y Litio, revelan que estos cambios no parecen
ser atribuibles a una modificación en la participación de
los sistemas A y ASC en el transporte total de alanina.

3.- La fuerte correlación existente entre los cambios de Km y
las Kj/2» del efecto inhibidor sobre el transporte,
de agentes modificadores de grupos -SH, como el NEH o el
PCHBS, revelan cambios conf ormacionales en la(s)
molécula(s) transportadora(s). Esta posibilidad es
compatible con la presencia de grupos -SH en el centro
activo de la proteïna o, alternativamente, en dominios
muy d i rec tamente implicados con la func ión
transportadora.

4.- En la gestación y la lactancia, situaciones fisiológicas
caracterizadas por un aumento en la captación hepática de
aminoácidos ïn vivo, se comprueba que los índices de
captación de L-alanina calculados a partir de las medidas
de transporte en preparaciones de vesículas de membrana
plasmática de hígado, están incrementados en el rango de
concentraciones fisiológicas de substrato. No obstante,
las adaptaciones realizadas mediante cambios en los
parámetros cinéticos en ambas situaciones fisiológicas
son diferentes; mientras que en la gestación se detecta
un incremento de Vmax, durante la lactancia, se observa
un descenso de Km, que creemos atribuïble a un cambio en
la participación relativa de los sistemas A y ASC en el
transporte total de este aminoácido a nivel hepático.

5.- El glucagón y el factor de crecimiento epidermal (EGF)
ejercen acciones inhibidoras, a muy corto plazo, sobre el
transporte de aminoácidos en vesículas de membrana
plasmática de hígado de rata. Su acción parece ser
especifica sobre aquellos transportadores que utilizan al
ion sodio como cosubstrato del aminoácido, puesto que no
se detecta ningún efecto al estudiarse el transporte de
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L-leucina. El efecto inhibidor de estos péptidos parece
realizarse acelerando la disipación del gradiente de
sodio a través del antlporter Na*-H+, ya que
dicho efecto se revierte al ser estudiado en presencia de
HMA, un derivado de la amilorida que actúa como inhibidor
específico del antlporter.

6. - Dado que en las preparaciones vesiculares utilizadas no
existe actividad Na-K ATPasa funcional, podemos concluir
que los efectos hormonales observados, en nuestras
vesículas de membrana plasmática, son compatibles con la
hipótesis que sugiere que los efectos estimuladores de
glucagón y EGF sobre el transporte dependiente de sodio
de aminoácidos a nivel hepático, se realizarían mediante
la hiperpolarización de la membrana.

6. 2. SUGERENCIAS

Los factores que determinarían las tasas de captación
hepática de aminoácidos in vivo serían producto de, al
menos, las siguientes adaptaciones:

- Cambios en los parámetros cinéticos de los sistemas
transportadores. Estos cambios pueden implicar tanto
modificaciones de capacidad total (Vmax) como de afinidad
(Km). En este último caso, parece que esta adaptación pueda
llevarse a cabo, tanto modificándose la proporción
relativa de transporte de los sistemas implicados en la
captación de L-alanina, como induciéndose, de forma todavía
no conocida, la presencia de formas moleculares que, si
bien obedecen a las características bioquímicas descritas
para sistemas ya conocidos, actúan con una afinidad
distinta hacia el substrato.

- En los casos en que se detectan cambios de afinidad hacia
el substrato, es esperable y asi se comprueba, que existan
modificaciones en la eficacia inhibidora del transporte
dependiente de sodio de L-alanina por parte de otros
aminoácidos naturales. Si a este hecho le añadimos la
evidencia de que en cada situación fisiológica el patrón de
concentraciones de aminoácidos en la vena porta varía, es
fácil imaginar que ambos factores, cambio de concentración
y de eficacia inhibidora, jugaran un papel importante a la
hora de determinar la captación neta in vivo.

- El contexto hormonal existente en la vena porta Juega un
papel decisivo en la modulación de la captación neta de
aminoácidos in vivo. Obviamente, este factor no está
presente en las preparaciones vesiculares y debe conside-
rarse a la hora de determinar hasta que punto los cambios
observados, en los balances hepáticos de aminoácidos in
vivo,pueden ser explicados por modificaciones estables de
la cinética de los sistemas responsables de su transporte.
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