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El NADPH es wuno de los principales productos
finales de los procesos metabtlicos, siendo al mismo
tiempo sustrato de importantes reacciones metabtlicas y

de destoxificacion.

Dos importantes procesos consumidaores de NADPH en
higado son la sintesis de los Acidos grasos Yy las

reacciones de destoxificacién.

La sintesis "de novo" de los Aacidos grasos es
catalizada por dos sistemas enzimaticos localizados en
el citoplasma: acetil-CoA-carboxilasa y &cido graso
sintetasa. Los niveles de estos sistemas enzimaticos
cambian en repuesta a una gran variedad de estimulos
nutricionales y haormonales como, por ejemplo, €l ayuno-
realimentacidn con dieta rica en hidratos de carbono o
la administraciébn de insulina (Valope y Vagelos, 1.976,
revisiédn). Se han sugerido otros factores implicados en
la regulacién de la sintesis de acidos grasos. Asli, la
actividad de la acetil-CoA-carboxilasa es afectada por
varios metabolitos: acidos tri- y di-carboxflicos (Mat-
suhashi v col., 1.944; Moss v col., 1.972), malonil CoA
(Hashimoto y Numa, 1.971) vy algunos metabolitos del
triptéfano (Hashimotoc vy col., 1.971). Por otro lado, el
complejo A&cido graso sintetasa puede ser activado por
varios azdcares fosforilados, siendo la fructosa
1,6-difosfato el mas efectivo. Dicho metabolito revierte
la inhibicién por exceso de sustrato malonil-CoA (Numa vy
Yamashita, 1.974; Wakil y col., 1.983).

En relacidn a los procesos de destoxificacion, 1los
principales sistemas que requieren NADPH comoc cofactor
son el sistema citocromo P-450 monooxigenasa y el

sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa.
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El sistema P-450 monooxigenasa, de localizacidn
microsomal, consiste en una +flavoproteina, NADPH-
citocromo P-450 reductasa, y un nidmero de isoenzimas
citocromo P-430, algunas de las cuales han sido
purificadas y caracterizadas en detalle (Lu vy West,
1.980; Vaxman y Walsh, 1.982). Este sistema cataliza la
oxidacidn de un gran nimero de compuestos y puede ser
inducido por 1la administracién de barbitdricos,
hidrocarburos policiclicos aromdticos, insecticidas,
etc. (Thomas y col., 1.982; Klimex y col., 1.982). Su
funcidn puede ser blogueada por inhibidores selectivos,
tales como 7,8-benzoflavena (Wiebel y col., 1.971),
metirapona (Luu-The y col., 1.980), siendo el mondxido
de carbono el mas frecuentemente utilizado (Estabrook vy
col., 1.9463). Este sistema requiere Oxigeno molecular
como cofactor, y depende también del aporte de
equivalentes reducidos para su . funcifn. Estos derivan

principalmente del NADPH citosé6lico.

La glutation peroxidasa es una enzima gque presenta
una alta actividad en el higado, que varia considerable-
mente bajo la influencia de diversos factores
fisioldgices, incluyendo el Selenio de la dieta
(Lawrence vy Burk, 1.976). Esta enzima cataliza la
reduccidn de perdxido de hidrdgeno hasta agua o0 la
reduccién de hidroperdxidos organicos a sus
correspondientes alcoholes, utilizando glutation
reducido (GSH). El glutation oxidado formado es entonces
reducido por la acciétn de la glutation reductasa (GR),
enzima que wutiliza NADPH. Ambos procesos sohn

citoplasméticus.



Con respecto a las vias productoras de NADPH,
las cuatro reacciones principales implicadas en el
suministro de este nucledtido en los organismaos
superiores estan catalizadas por las dos deshidrogenasas
del ciclo de las pentosas fosfato, la enzima m&lica y la

isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP.

El ciclo de 1las pentosas fosfato es una via
citoplasmatica alternativa de oxidacidn de 1la glucosa,
que produce MADPH en dos reacciones catalizadas por las
enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa {(D-glucosa-6-
fosfato:NADP* l-oxidorreductasa, EC 1.1.1.49) {GAPDH) vy
é6-fosfogluconato deshidrogenasa {6-fosfo-D-gluconato:
NADP*+ 2-oxidorreductasa (descarboxilante), EC 1.1.1.40)
{4PGDH) .

La enzima malica (L-malato:NADP* oxidorreductasa
(oxalacetato descarboxilante), EC 1.1.1.40) (EM) fue ori-
ginariamente encontrada en la fraccidn citoplasmdtica de
las células hepaticas, y cataliza la descarboxilacion

oxidativa del malato a piruvato.

La isocitrato deshidrogenasa-NADP (treo-Da-isocitra-
to:NADP+ oxidorreductasa {descarboxilante), EC 1.1.1.
42) {(IDH) cataliza la descarboxilacién de isocitrato a
x-cetoglutarato, ¥y se localiza tanto en el citaoplasma

como en las mitocondrias de higado de rata.

En relacién a las deshidrogenasas del ciclo de las
pentosas fosfato, existen dos tipos de regulacitn, al
igual que en el caso de cualgquier otra enzima: uno a
corto plazo o regulacidn "fina", en el que se wmodifica

la actividad de la proteina enzimdtica preexistente, vy
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otro a largo plazo, en el que se modifica 1la actividad

mediante cambios en la cantidad de proteina enzimatica.

Respecto a la regulacitn a corto plazo, este tipo
de regulacidn se suponfa existente dnicamente sobre la
actividad de la glucosa-é-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
Varios autores (Eggleston y Krebs, 1.974) establecieron
que el flujo a través del ciclo de las pentosas fosfato
era dnicamente controlado en la etapa inicial (reaccidn
de G&6PDH), va que este paso tiene dos caracteristicas
especiales: 1) el producto inmediato es una lactona que
es rdapidamente hidrolizada a &6-fosfogluconato, y 2) la
inhibicién de la G6PDH por uno de sus productos: el
NADPH. Estos autores encontraron que existe una completa
inhibicidn de esta enzima cuando la razdén NADPH/NADP es
de aproximadamente 9. Puesto que en el citoplasma de
higado de rata la razén de nucledtidos libres es del
orden de 100 (Veech y col., 1.96%9), seria imposible que
el cicle de las pentosas fosfato operase "in vivo". Este
hecho obligd a 1la busqueda de moduladores de esta

actividad.

Al mismo tiempo, Sapag-Hagar (1.973) sugirieron la
existencia de un imbalance incompatible con el normal
funcionamiento del ciclo de las pentosas fosfato, ya que
la velocidad maxima de &PGDH es menor que la de G&PDH vy
su sensibilidad a la inhibicién por NADPH en higado es

mayor.

En la busqueda de posibles moduladores, Eggleston y
Krebs (1.974) encontraron que el GSSG, a concentraciones
fisioldgicas, era capaz de invertir 1la inhibicidn de

G6PDH por el NADPH, para 1o cual era necesario un



-16-

cofactor protefco presente en el higado y otros tejidos.
Sin embargo, este resultado se encuentra actualmente muy

cuestionado.

Gonzalez vy Lagunas (1.977) estudiaron también
posibles moduladores de ambas enzimas. Ninguno de 1los
estudiados tuvo ningin efecto sobre 1la inhibicidn de
NADPH, vy sélo 1la ribulosa S-fosfato vy 1la ribosa
S-fosfato fueron inhibidores de la 6PGDH. Sin embargo,
esta inhibicidn parecid no tener significado
fisioldgico, puesto que las concentraciones fisicldgicas
de estos compuestos eran menores que las constantes de

inhibicidn encontradas.

Recientemente, Fabregat y col. (1.983) han propuesto
que la regulacién del ciclo de las pentosas fosfato no
estaria producida por ningdn tipo de efector alostéricao,
sino que ésta seria debida dnicamente a variaciones en
la raztn NADPH/NADP. Esta razdn es capaz de producir la
regulacidn de ambas enzimas, ya que las reacciones que
catalizan se encuentran fuertemente desplazadas del
equilibrio en la direcciédn de produccidn de NADPH, causa
por la cual esta razdn tiende a mantenerse alta en todas
las condiciones +fisiolégicas. Las reacciones que
desplazan el equilibrio son: 1la actuacion de la
lactonasa para la G46FPDH y los mecanismos de eliminacidn
del CO= en todos los demds casos (4FPGDH, EM e IDH).
Esto permitiria ademds que todas las enzimas productoras
de NADPH pudieran estar bajo un sistema de control a
corto plazo por la razdn NADPH/NADP. Esto ha sido demos-
trado para la fase oxidativa del ciclo de 1las pentaosas

fosfato en hepatocitos (Fabregat y col., 1.985), adipo-
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citos (Fabregat vy col., 1.9846) y acinis (Revilla y col.,
1.986) aislados de ratas, as! como para la enzima malica
en adipocitos (Fabregat y col. 1.986) y acinis (Revilla
y col., 1.986) también de ratas. Todas estas enzimas son
fuertemente activadas por todos aquellos compuestos o
circunstancias metabdlicas que aumentan el consumo de
NADPH, ¥ son inhibidas cuando se produce una disminucidn

de este consumo.

Con respecto a la regulacidn a largo plazo, que
implica cambios en la cantidad de enzima, ésta es
conocida desde antiguo (Fitch y Chaikoff, 1.960) y tiene
lugar en condicignes en que también se activan algunas
vias consumidoras de NADFH. En higado , las concentra-
cicnes de G6PDH y 6&PGDH cambian drasticamente en
respuesta a diferentes estimulos hormonales Y
nutricionales. Asi, la actividades de estas dos enzimas
aumentan 5-10 veces 1) cuando las ratas se alimentan con
una dieta de alto contenido glucidico (Fitch y Chaikoff,
1.960; Tepperman y Tepperman, 1.963), 2) durante la
hiperlipogénesis adaptativa, causada por la realimenta-
cidn de ratas ayunadas con una dieta rica en hidratos de
carbono y libre de lipidos (Tepperman Yy Tepperman,
1.9644) y 3) por accidtn de determinadas hormonas:
insulina (Freedland vy col., 1.966; Rudak y col., 1.971)
s glucocorticoides (Berdanier y col., 1.976; Berdanier vy
Shubeck, 1.979) vy hormona tiroidea {(Miksicek y Touwle,
1.982). En algunos casos se ha sido descrito que esta
induccién es el resultado de un incremento en la
velocidad de sintesis de las enzimas como consecuencia
de un aumento en la concentracitn celular de sus m-RNA

(Miksicek vy Towle, 1.982; Sun y Holten, 1.978).
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Otra enzima muy relacionada con las das anteriores,
por su capacidad de generar NADPH, es la enzima malica.
Los cambins en la actividad de esta enzima relacionados
con modificaciones en la dieta han sido fundamentales
para asignar a esta enzima un importante papel en la
lipogénesis. Su inducibilidad por una gran variedad de
estimulos hormonales y nutricionales ha sido muy
estudiada (Fitch y Chaikoff, 1.960; Young y col., 1.9464;
Katsurada y col., 1.983; Drake y col., 1.983; Nepokroe+t+
Yy col., 1.974; Silpananta y Goodridge, 1.971; Goocdridge
y col., 1.984), presentando en este sentido
caracteristicas comunes con las deshidrogenasas del
ciclo de las pentosas fosfato. En algunas de estas
situaciones sa ha descrito que el aumento en la
actividad es consecuencia de un aumento en la sintesis
de la enzima secundaria a un aumento en la concentracion
celular de su m-RNA (Hutchisan vy Holten, 1.978;
Goodridge y Adelman, 1.9746; Towle y col., 1.9805 Mariash
y col., 1.980; ; Magnuson y Nikodem, 1.983; Jump y col.,
1.984). Existe, sin embargo, un nimero de observaciones
que sugieren la participacion de esta enzima en otros
procesos metabélicos, aparte de la produccidn de NADPH
para la biosintesis de &cidos 4grasos. Asfi, se ha
descrito una induccidn especifica de la enzima malica,
sin cambios en la actividad de otras enzimas
lipogénicas, cuando las ratas se alimentan con una dieta

de bajo contenido proteico (Frenkel y col., 1.972).

Otra de las enzimas productoras de NADPH es la
isocitrato deshidrogenasa-NADP (IDH). . Esta enzima ,que
presenta unos perfiles de desarrollo totalmente
diferentes a 1los encontrados para las tres enzimas

anteriores (Andrés y col., 1.980), no sufre variacidn
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alguna en su actividad ante los cambios en la dieta qgue
afectan a la lipogénesis (Veech vy col., 1.969), lo que
hace suponer que esta enzima nao tiene el sistema de

control a largo plazo.

Todos estos datos nos permiten sefalar que las
enzimas productoras de NADPH son reguladas a corto plazo

por la razdn NADPH/NADP,

En cuantc a la regulacién a largo plazo, por la que
se modifican los niveles de estas enzimas, ya hemos
mencionado que la induccidn de G&PDH, 6PGDH vy EM tiene
lugar, generalmente, en condiciones en las que al mismo
tiempo se produce una activacidn de las vias
consumidoras de MNADPH. Teniendo en cuenta ésto, podemos
sugerir que las actividades de G&PDH, 6PGDH y EM podrian
ser reguladas a través de un mecanismo que implicase
cambios en el requerimiento de NADPH. Asi, un aumento o
disminucidn en el reguerimiento de NADPH durante
suficiente tiempo, produciria, respectivamente, el
aumento o disminucién en las niveles de G6PDH, 6PGDH v
EM™, independientemente de 1la identidad de 1la via
consumidora de NADPH que hubiese sido activada o

inhibida.

Con el fin de elucidar el posible papel desemperado
por el requerimiento de NADPH en la regulacidn a largo
plazo de 1las enzimas productoras de NADPH, hemos
realizado un estudio sistemdtico del efecto de los
cambios en el +flujo a través de diferentes vias
consumidoras de NADPH sobre las cantidades y actividades

de las enzimas G&PDH, &PGDH vy EM.
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En nuestros experimentos, la activacidn de las vias
consumidoras de NADPH se ha llevado a cabo: a) mediante
la activacidn de la sintesis de 1los &cidos grasos, en
respuesta a cambios en la dieta (ayuno-realimentacitn) o
a la administraciédn de insulina, y b) mediante 1la
administracién de productos como t-butil hidroperdxido,
Fenobarbital y Bezafibrato, los cuales son metabolizados
a través de sistemas de destoxificacidn que consumen

NADPH.

La inhibicidn de estas vias consumidoras se ha
producido por la administracién de inhibidores
especificos tales como Bezafibrato, el cual produce la
inhibicitn de 1a sintesis de Acidos grasos, y BCNU, un

inhibidor de la GR (Frischer y Ahmad, 1.977).

En estas circunstancias, hemos observado que un
aumento en el consumo de NADPH conduce al aumento de 1la
actividad especifica de una o varias enzimas productoras
de NADPH, y que cuando se previene este incremento en el
consumo de NADPH los niveles de estas enzimas no

cambian o son disminuidos.

Los resultados obtenidos corroboran nuestra
anterior hipatesis , que es también confirmada por los
valores de la razén NADPH/NADP encontrados en estas

condiciones.



2. PLAN DE TRABAJO
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2.1 Purificacidn de las enzimas productoras de
NADPH estudiadas:
-Enzima malica
-glucosa-é-fosfato deshidrogenasa

-é6-fosfogluconato deshidrogenasa

2.2 Obtencidn de 1os anticuerpos frente a estas

tres enzimas

2.3 Estudio del efecto sobre las actividades vy
cantidades de las enzimas productoras de NADPH y sobre
la razdén NADPH/NADP, en higado y tejido adiposo, de:

2.3.1 La activacitn de la sintesis de acidos
grasos mediante el ayuno-realimentacion o la
administracién de insulina.

2.3.2 La inhibicidn de la sintesis de acidos
grasos mediante la administracién de Bezafibrato a ratas
que estén bajo condiciones metabdlicas activadoras de la

lipogénesis.

2.4 Estudio del efecto sobre las actividades vy
cantidades de las enzimas productoras de NADPH vy saobre
la razén NADPH/NADP, en higado y tejido adiposo, de:

2.4.1 La activacitn de las enzimas de destoxi-
ficacién que consumen NADPH (glutation reductasa vy
NADPH-citocromo P-450 reductasa) mediante la adminis-
tracidn de t-butil hidroperdxido, Fenobarbital Yy

Bezafibrato.
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2.4.2 La inhibicidn de las enzimas de destoxifi-
ficacibn gue consumen NADPH mediante 1a administracidn

de BCNU.

2.5 Estudio de la induccidn de la enzima madlica en

respuesta de la deprivacién de proteinas en la dieta.



3. MATERIALES Y METODOS



& "25'

3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los experimentos se han llevado a cabo wutilizando
ratas hembras de la raza Wistar de pesos comprendidos
entre 150-230 g, criadas en el animalario de la Facultad
de Farmacia. Las inmunizaciones con las enzimas
purificadas se han realizado en conejos Neozelandeses

blancos, de aproximadamente 1 afo de edad.

3.2 APARATGS.

Las determinaciones espectrofotométricas se
efectuaron en un espectrofotémetro Pye Unicam SP 1700 de
Philips. Las medidas radiométricas se hicieron en un
contador de centelleo 1liquido Beckman LS 1800. Las
centrifugaciones se realizaron en una ultracentrifuga
Beckman mod. Spinco L/LZ2, en una centrifuga Kontron
Centrikon H40! y en una microfuga Hettich Mikroliter.
Para la determinacidn de nucledtidos se utilizd wun

electrodo de Oxigenoc DW Hansatech.

3.3 PRODUCTOS.

Las enzimas, coenzimas y demds reactivos empleados,
asi como los productos usados en el tratamiento de los
animales, procedian de Sigma, Baehringer, Merck,
Bio-Rad, Amersham, Laboratorios Andreu, Laboratorios
Bristol, Nordisk Gentofte vy Panreac. Para las
purificaciones enzimdticas se emplearon las siguientes
columnas: Sephadex G-200 de Pharmacia Fine Chemical,
DEAE-celulosa de Sigma vy NADP-agarosa de P-L

Biochemical.
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3.4 TRATAMIENTO DE LAS RATAS.

En nuestros experimentos se usaron 1os siguientes
grupos de ratas: (a) Ratas ayunadas-realimentadas,
las cuales fueron privadas de alimento durante 48 h, al
cabo de las cuales se les alimentd con una dieta
especial rica en hidratos de carbono por espacio de
otras 48 h. (b) Ratas tratadas con insulina durante 3
dias (8 unidades/ 100 g/ dia, subcutaneamente). (c)
Ratas ayunadas-realimentadas y tratadas con Bezafibrato
durante el periodo de realimentacitdn (150 mg/ Kg/ dia)
mediante intubacién gastrica. {d) Ratas tratadas
simulténeamente con insulina (8 unidades/ 100 g/ dia) v
con Bezafibrato (1350 mg/ Kg/ dia) durante 3 dias. (e)
Ratas tratadas con t-butil hidroperotxido (25 mg/ Kg/
dia, inyeccidn intraperitoneal) durante 3 dias. ()
Ratas tratadas simultineamente con t-butil hidroperdxido
(25 mg/ Kg/ dfa) y con BCNU (40 mg/ Kg/ dia, inyeccidn
intraperitoneal) durante 3 dias. (g) Ratas tratadas con
Bezafibrato (150 mg/ Kg/ dia) durante 3 dias. {h Ratas
tratadas con Fenobarbital durante 4 dfas (70 mg/ Kg/

dia, intraperitonealmente).

En todos los casos, las ratas se sacrificaron 24 h

después de finalizado el tratamiento.

Para el estudio de los factores implicados en el
incremento de la actividad de la enzima malica durante
la adaptacién a una dieta de bajo contenido en
proteinas, se hicieron 8 grupos de ratas, los cuales se
alimentaron durante 25 dias con las siguientes dietas:
1) Ratas alimentadas con una dieta que contenia 18%

de lactoalbimina, 22% de sacarosa, 44% de dextrina, 11%
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de aceite de maiz y 5% de corrector vitaminico-mineral
{dieta control).

2) Ratas alimentadas con una dieta de bajo contenido
proteico, que contenia 0,5% de lactoalbimina, 27% de
sacarosa, S56% de dextrina, 11% de aceite de maliz y 5,5%
de corrector vitaminico-mineral (dieta pobre en
prateinas).

3) Ratas alimentadas con la dieta pobre en protelnas,
suplementada con cisteina (3 g/Kg de dieta).

4) Ratas alimentadas con la dieta pobre en proteinas (PP),
suplementada con cisteina, glicina (12,69 g/Kg de dieta)
y glutémico (40,0 g/Kg de dieta).

S) Ratas alimentadas con la dieta PP, suplementada con
metionina, isoleucina (5,0 g/Kg de dieta), treonina (5,0
g/Kg de dieta) y valina (6,0 g/Kg de dietal.

6) Ratas alimentadas con dieta PP, suplementada con todos
los aminodcidos esenciales: metionina, isoleucina,
fenilalanina, lisina, treonina, triptéfano, valina,
arginina, histidina y leucina (7,5 g/Kg de dieta).

7) Ratas alimentadas con la dieta PP, suplementada con
todos los aminoacidos esenciales salvo la metionina.

8) Ratas alimentadas con la dieta PP, suplementada tan

sdlo con metionina.

3.5 DETERMINACIONES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

3.5.1 PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS

A las ratas, una vez sacrificadas mediante
dislocacibn cervical, se les extrajo rapidamente el

higado v el tejido adiposo. Después de pesado Yy
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troceado, los tejidos se homogeneizarcn en siete
voldmenes de tampdn Tris/HC1 S0 mM, pH 7,4, gque contenia
0,25 M sacarosa, | mM EDTA vy 1 mM DTT. La homogeneiza-
cién se realizd en un homogeneizador con pistilo de
teflédn. E1l homogeneizado resultante se centrifugd a
800xg durante 10 min. EI sobrenadante obtenido
(sobrenadante 1) se volvid a centrifugar a 8.200xg
durante 10 wmin para sedimentar las mitocondrias,
centrifugacidn que se repitid, tras 1la separacidén del
sedimento, para asegurar la total eliminacién de éstas.
El sobrenadante postmitocondrial se centrifugd a
105.000xg durante 60 min y el sedimento (fraccién
microsomal) se resuspendid en el tampdn anteriormente
c@tado en la proporcién 1:7 (p/v). Todos los procesos de

homogeneizacidn y centrifugacién se efectuaron a 4<C.

3.5.2 DETERMINACION DE GLUCOSA-4-FOSFATO DESHIDROGENASA.

La actividad de esta enzima se determind segin el
método descrito por Sapag-Hagar vy col. (1.973),
ligeramente modificado, midiendo la apariciédn de NADPH a
340 nm. El medio de reaccién contenfa en un volumen de 1
ml: tampédn Tris/HC1 50 mM, pH 7,0, 1,5 mM MgCla, 0,25 mM
MNADF, 0,5 mM glucosa-é6-fosfato v extracto. La reaccidn
se inicid con la adicién de glucosa-é6-fosfato a la
cubeta y se leyd frente a una cubeta de referencia en la

que se omitid el sustrato.

3.5.3 DETERMINACION DE 4-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA.

Esta enzima se midiéd por el mismo procedimiento
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descrito para la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
sustituyendo dnicamente el sustrato. En este caso, la
reaccion se inicid con la adicidn de é6-fosfoglucdnico a

una concentracién final de 0,5 mM.

3.3.4 DETERMINACION DE ENZIMA MALICA.

La actividad de esta enzima se determing
espectrofotométricamente a 340 nm, observando la apari-
ciétn de NADPH, segin el método de Ochoa y col. {1.948).
En un volumen final de 1 ml, 1la concentracitn de los
componentes de la mezcla de ensayo fue la siguiente:
tampdén Tris/HCl 100 mM, pH 2,4, 1 mM MgCla, 0,25 mM NADF,
1,5 mM &cido malico y extracto. La reaccidn se realizd
frente a un blanco gque no contenia madlico, aRadiendo

éste a la cubeta problema.

3.5.5 DETERMINACION DE ISOCITRATO DESHIDROGENASA-NADP.

La actividad de esta enzima se midid segqin el
procedimiento descrito por Plaut y Aogaichi (1.968). La
aparicidn de NADPH se sigquid espectrofotométricamente a
340 nm. Las concentraciones en cubeta de 1los elementos
de la reaccidn fueron: tampén Tris/acetato 33 mM, pH
7,0, 6,6 mM MnClz, 0,25 mM NADP, 0,66 mM isocitrato vy
extracto en un volumen final de 1 ml. La reaccion se

dispard al aradir isocitrato a la cubeta problema.
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3.3.6 DETERMINACION DE GLUTATION REDUCTASA.

La actividad de lé g9lutation reductasa se ensayd
como describen Worthington y Rosemeyer (1.974), midiendo
la oxidacidn de NADPH a 340 nm. En un volumen final de 1
ml los componentes de la reaccién fueron: tampédn fosfato
potasico 20 mM, pH 7,0, 200 mM KC1, 0,1 mM EDTA, 0,33 mM
glutation oxidado y extracto. El comienzo de la reaccién

se realizd al aradir a la cubeta el glutation oxidado.

3.5.7 DETERMINACION DE NADPH-CITOCROMO C REDUCTASA.

Dicha enzima se determind midiendo la velocidad de
reduccion de citocromo c a 550 nm de acuerdo con el
método de Vermilion y Coon (1.978). lLas concentraciones
de los reactivos en el ensayo fueron: tampén fosfato
potasico 300 mM, pH 7,7, 0,1 mM EDTA, 0,04 mM citocromo
c, 0,2 mM NADPH y extracto microsomal. El comienzo de la

reaccidn se realizd al afadir a la cubeta NADPH.

Todas las actividades enzimaticas se midieron a
37°C vy se han expresado como nmoles de sustrato
transformado por minuto y por mg de proteina. Todos los
ensayos se llevaron a cabo en sobrenadante 1, salvo en
el caso de la enzima NADPH-citocromo ¢ reductasa, cuya

actividad se determind en la fraccidn microsomal.

3.5.8 DETERMINACION DE PROTEINAS.

La determinacidn de proteinas se realizd segin el
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método de Lowry vy col. (1.951). En las fracciones
obtenidas en las Gltimas etapas de purificacion la
determinacitbn cuantitativa de proteinas se realizd
previa precipitacién de éstas con TCA y desoxicolato
s6dico, segin el wmétodo descrito por Bensadoun Y

Weinstein (1.9768).

3.6 PURIFICACION DE LA ENZIMA MALICA HEPATICA.

En cada purificacién se partié de 70-90 g de tejido.
El método utilizado fue basicamente el descrito por
F-Lobato y col. (1.986). Tan s6lo en la Jdltima etapa
del proceso, la columna de afinidad l-malato-AH sefarosa

4B se reemplazd por una de NADP-agarosa.

3.46.1 PREPARACION DEL EXTRACTO.

Tras un periodo de ayuno de 48 h, las ratas se
realimentaron por espacioc de otras 48 h con una dieta
rica en hidratos de carbono, al cabo de las cuales se
sacrificaron mediante dislocacién cervical , extrayéndo-
les rapidamente el higado. Después de pesado y troceado,
el tejido se homogeneizd en 2 voldmenes de tampon
Tris/HC! 15 mM, pH 7,4, que contenfia 0,25 M sacarosa, 60
mM KCl1, 1 mM EDTA y ' mM DTT. El1 homogeneizado se
centrifugé a 800xg durante 10 min y 1la +raccidn
citos6lica se obtuvo mediante ulterior centrifugacion

del sobrenadante a 105.000xg durante &0 min.
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3.6.2 PRECIPITACION FRACCIONADA CON SULFATO DE AMONIO.

Al sobrenadante obtenido en la Gltima etapa se le
afadid lentamente sulfato de amonio sélido hasta alcanzar
una saturacién del 30%. La mezcla se agitd durante 60
minutos en hielo y se centrifugd a 27.000xg durante 30
min. Al sobrenadante as{ obtenido se le afnadid
suficiente sulfato de amonio para alcanzar una saturacidn
del S50%. La mezcla se agité y centrifugo como antes,
cbteniéndose un precipitado (precipitado 30-50%), que
contenia glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, el cual se
guardd a -202C. Por dltimo, el sobrenadante resultante
se llevd al 80% de saturacidn. Después de agitar vy
centrifugar se obtuvo un precipitado (precipitado 50-80%)
en el que se encontraban las enzimas malica Y
6-fosfogluconatoc deshidrogenasa. Este precipitado se
resuspendid en la minima cantidad posible de tampodn
Tris/HC1 50 mM, pH 7,4, v se dializé durante 18 h a 4=C

en 2x1 1 de este mismo tampébn.

3.6.3 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN SEPHADEX G-200.

LLa muestra dializada se centrifugd a 27.000xg, 30
min. El sobrenadante obtenido se aplicé a una columna de
Sephadex G-200 (120 x 2.6 cm), previamente empaquetada vy
equilibrada con tampdén Tris/HC1 SO mM, pH 27,4, a una
velocidad de flujo de 15 ml/h. La muestra se eluyo
utilizando el mismo tampédn de equilibrio, a una velocidad
de flujo de 10 ml/h. Todo el proceso se realizd a 4<C. En
las fracciones eluidas se midid tanto la absorbancia a

280 nm como la actividad de la enzima malica.
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3.6.4 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Al eluato obtenido en la etapa anterior y que conte-
nia la enzima, se le afadid sulfato de amonio hasta el
80% de saturacitn. El sedimento obtenido por centrifuga-
cidtn a 27.000xg9 durante 30 min, se resuspendid en 50 mM
Tris/HCl, pH 7.4, 5% glicerol y 2 wmM p-mercaptoetanol
(tampén 1), y se dializd durante 18 h en 2x1 1 de este
mismoc tampdn. El dializado se aplicéd sobre una columna
de DEAE-celulosa (17 x 1,6 cm) equilibrada con tamp6n 1.
La velocidad de flujo, tanto de entrada como de elucidn
de la muestra, fue de 7 ml/h. En estas condiciones la
enzima malica no se unid a la columna, mientras que la

6-fosfogluctnato deshidrogenasa si quedd retenida.

3.6.5 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN NADP-AGAROSA.

Las fracciones procedentes de la columna de DEAE-
celulosa, que fueron seleccionadas por su mayor razén
actividad /absorbancia a 280 nm, se pasaron a través de
una columna de NADP-agarosa, previamente equilibrada con
tampodn Tris/ HC1 50 wmM, pH 27,4 que contenia 10% de
glicerol. Un pico inactivo de proteinas se eluyd con el
tampon de equilibrio hasta que 1la absorbancia de las
fracciones fue menor que 0,02. A continuacién, la enzima
malica, unida a la columna,se eluyd al +final de un

gradiente lineal de 0-0.02 mM de NADP en tampdn de equi-

librio.
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3.7 PURIFICACION DE 46-FOSFOGLUCONICO DESHIDROGENASA.

3.7.1 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN SEPHADEX G-200.

El precipitado del 50 al 80% de saturacidn de
sulfato de amonio, obtenido como se describe en la
seccidn 3.6.2 y gue contenfa tanto a la enzima madlica
como a la é6-fostfogluconato deshidrogenasa, se pasd a
través de una columna de Sephadex G-200 en las mismas
condiciones ya descritas para la enzima malica. El
eluato se concentrt mediante la adicidn de sulfato de
amonio hasta alcanzar un 80% de saturacién. El sedimento
obtenido se disolvié y dializd de igual forma que en el

caso de la enzima malica.

3.7.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-CELULOSA.

El dializado obtenido en la etapa anterior se paso
a través de una columna de DEAE-celulosa equilibrada
previamente con tampédn 1, cuya composicidn se describid
en la secciétn 3.46.4. En estas condiciones, al contrario
de 1o que ocurria con la enzima malica, la enzima
6-fosfogluconato deshidrogenasa quedd retenida en la
columna. Para que ésto ocurriera fue especialmente
critico el que la velocidad de flujo fuese muy lenta
(7 ml/h) La enzima se eluyd con un gradiente lineal de

0-0,1 M de NaCl en el mismo tampon.
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3.7.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN NADP-AGAROSA.

Las fracciones eluidas de la <columna anterior se
pasaron una a una a través de una columna de NADP-agaro-
sa, equilibrada con tampén Tris/HC! S0 mM, pH 7,4, 5 mM
EDTA, 5% gliceraol y 2 mM p-mercaptoetanol. La enzima
pura, unida a la columna, se eluyd con un gradiente

lineal de 0-0,46 mM de NADP en tamp6n de equilibrio.

3.8 PURIFICACION DE GLUCOSA-46-FOSFATO DESHIDROGENASA.

3.8.1 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN SEPHADEX G-200.

La fraccion entre el 30 v el 50% de saturacidn de
sulfato de amonio, obtenida tal como se describid en 1la
seccidn 3.6.2 vy que contenia glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa activa, se centrifugd a 27.000xg durante
30 min. El precipitado se resuspendid en la wminima
cantidad posible de SO0 mM Tris y 2 mM pP-mercaptoetanol,
pH 8,0 (tampon 2), ¥y se dializd en 2x1 1 del mismo tampdn
durante 18 h. Previa centrifugacitn a 27.000xg durante
10 min, la preparacion dializada se aplicd a una columnha
de Sephadex G-200 que habia sido equilibrada previamente
con tampén 2. Las +fracciones con actividad Gé6PDH se
reunierocn y se concentraron mediante la adicién de
sulfato de amonio hasta el 53% de saturaciétn. El
precipitado obtenido mediante centrifugacidn se disolvid

y dializé en tampdn 2 como antes.
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3.8.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-CELULOSA.

El sobrenadante obtenido después de centrifugar el
dializado a 27.000xg, 30 min. se pas6 a través de una
columna de DEAE-celulosa, previamente equilibrada con
0,02 M de tampdn fosfato potdsico, pH 7,0, gque contenfa
2 mM de f-mercaptoetanol. La enzima, que en estas
condiciones permanecid unida a la columna, se eluyc con
un gradiente lineal de 0,02-0,2 M de tampdon fosfato pota-

sico.

3.8.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN NADP-AGAROSA.

Las fracciones obtenidas de 1a columna de DEAE-
celulosa se afadieron a una columna de NADP-agarosa
equilibrada con tampén Tris/HC1 SO mM, pH 8,0, S5 mM
EDTA, S% glicerol y 2 mM p-mercaptoetanol. Un pico
inactivo de protefnas se eluyd con el tampon de
equilibrio hasta que la absorbancia a 280 nm de la
fracciones fue menor que 0,02. La enzima unida a la
columna se eluybd con un gradiente lineal de 0-0,05 mM de

NADP en tampdn de equilibrio.

3.9 ELECTROFGRESIS.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida, en
presencia de SDS, se realizaron segin el método descrito
por Maizel (1.971). Para la preparacion de los geles se

utilizaron las siguientes soluciones de partidal
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Sol. a: Acrilamida- bis acrilamida (30% T, 2,67% C)
Sol. b: 2 M Tris/HC1, pH 9,0

Sol., ¢! + M Tris/HCl, pH 6,5

Sol. d:- SDS al 10%

Sol. e:- Persulfato amédnico al 10%

El gel separador se prepard segin el siguiente

protocalo:

solucidn a ..... 11,0 ml
saluciébn b ..... 95,6 ml
soglucién d ..... 0,3 ml
agua destilada . 12,84 ml

solucidn e ,.... 0,15 ml

El gel espaciador se prepard por combinacitn de las

soluciones de partida en las siguientes proporciones:

solucidn a ..... 1,66 ml
solucidbn ¢ ..... 0,623 ml
solucién d ..... 0,1 ml
agua destilada . 7,53 ml
solucidbn e ..... 0,05 ml

TEMED .......... 0,01 ml

Las muestras se mezclaron en proporcidn 1:1 con el
tampén de muestra, cuya composicidn se detalla a
continuacién, y posteriormente hervidas a 100°C durante

S min.
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SDS ...icierreennanns 3,3%
Sacar0sSa v.ceecencans 20%
Azul de Bromofenol .. 0,008%

Tris/HCl, pH 72,0 .... 80 mM
EDTA ....ccivevevanns 17 mM
DTT v eseeivasncenns 17 mM

Como tampén de corrido se empled una solucidn cuya
composicion fue: Tris 0,05 M-glicina 0,383 M, pH 8,3 vy
SDS al 0, 1%.

En cuanto a las condiciones de las electroforesis,
éstas se llevaron a cabo a 7?5 V mientras l1la muestra
corria dentro del gel espaciador y a 130 V hasta que el

frente llegd a 1 cm del final del gel separador.

lLos geles, una vez finalizadas las electroforesis
se tideron durante 30 min con Azul de Coomassie G al
0,25% (p/v) en etannl!: agua: acético (5:5:1), tras lo
cual se destiferon con una solucidn que contenfa Acido

acético glacial al 7,5% y metanol al 5%.

3.10 PREPARACION DE LOS ANTISUEROS.

Los anticuerpos correspondientes a las tres enzimas
estudiadas se prepararon mediante inoculacidon de las
enzimas purificadas a conejos hembras Neozelandeses,
siguiendo béAsicamente la técnica de Chauser (1.972). Las
primeras dosis se acompafsaron de igual volumen de
adyuvante de Freund, mientras gue para las siguientes se
utilizé adyuvante incompleto. Las fracciones de Y-globu-

lina se obtuvieron mediante dos precipitaciones
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consecutivas con sulfato de amonio al 40%, seguidas de
una dialisis frente a tampdn fosfato sédico 10 mM, pH

7,2, gque contenia 15 mM de NaCl.

3.11 TECNICA DE DOBLE INMUNODIFUSION.

Para demostrar 1la produccidn de anticuerpos se
utilizé la técnica de doble inmunodifusidn de Ouchter-
lony (1.953 ).Estos ensayos se realizaron en placas
preparadas con 1% de agarosa y 0,02% de azida sédica. En
el caso de los anticuerpos frente a la G4PDH, las bandas
de precipitina fueron visualizadas tifendo las placas
con azul de Coomassie. Para ello, las placas se lavaron
durante 12 h, agitandeclas en 0,85% de NaCl. A continua-
cidn, los geles fueron cubiertos con papel de +iltro,
secados sobre un cristal, vy teAidos vy destedidos de
igual forma que la descrita en la seccidon 3.9 para la
tinciétn de proteinas en los geles de poliacrilamida, con
la salvedad de que en este caso el tiempo de tincion fue

de S min.

3.12 TITULACIONES DE LOS ANTICUERPOS OBTENIDGS.

Para la titulacidn de los anticuerpos, se afadieron
volimenes crecientes de antisuero a una cantidad fija de
sobrenadante obtenido tras centrifugar a 105.000xg. La
mezcla de reaccidn se ajustéd a un volumen constante con
solucidén salina y Tritdn X-100, éste dGltimo aradido a
una concentracion final de 1,7% (p/v). Las mezclas se
incubaron 1 h a 37°C vy toda la noche a 4°C . Entonces,

se centrifugaron a 12.000xg durante 10 min a 4°C . Las
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actividades remanentes de las enzimas se ensayaron en

alicuotas del sobrenadante obtenido.

3.13 INMUNOPRECIPITACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

En todos 1los ensayos de inmunoprecipitacidn se
usaron los sobrenadantes obtenidos por centrifugacién a
105.000xg. Cantidades crecientes de antisuero se
arnadieron a una cantidad fija de enzima (S0 o 100 mU,
segun la enzima y el tejido). La mezcla se ajustd a un
volumen constante con solucién salina vy Tritén X-100,
éste dltimo afadido a una concentracién final de 1,7%
(p/v). Las mezclas de reaccién se dejaron reaccionar
durante 1 h a 37°C y toda 1la noche a 4=C, al cabo de
lo cual se centrifugaron a 12.000xg durante 10 min a 4<C.
Las actividades enzim&ticas remanentes se ensayaron en

alicuotas tomadas de los sobrenadantes obtenidos.

3.14 MEDIDA DE LA SINTESIS DE ACIDOS GRASOS *IN VIVQ*",

La sintesis de &cidos grasos "in vivo" se midid
mediante la determinacidn de la incorporacién de agua
tritiada en los acidos grasos del higado y del tejido
adiposo tras 1la inyeccitn intraperitoneal de 2Ha0,
seglin el método descrito por Stansbie y col (1.974).
Para ello, las ratas fueron inyectadas con 5 mCi de agua
tritiada en un volumen de 0,5 ml. Después de &0 min,
previa anestesia con Nembutal (S0 mg/Kg) 10 min antes,
los animales se sacrificaron por dislocaciédn cervical.
Las muestras de aproximadamente 1| g de tejido se sapo-

nificaron por calentamiento en 3 ml de KOH al 30%



-41-

(p/v) a 70=C durante 10-15 min, segquido de la adicidn

de 3 ml de etanol del 95% (v/v), prolongandose el calen-
tamiento a 70=°C hasta completar 2 h. Después del en-
friamiento y acidificacién de las muestras con 3 ml de
Hz504 (2 M), los lipidos se extrajeron con 3x10 ml de
éter de petrdleo (40-60°).Los extractos se combinaron,
se lavaron con 3x10 ml de agua destilada y se evaporaron
hasta sequedad. Los resfduos lipfdicos se disolvieron
en 15 ml de liquido de centellen, cuya composicidn fue:
difeniloxazol, 4 g; naftaleno, 60 g; metilglicol, 400 ml;
tolueno, 600 ml. De la razén de la radioactividad en
lipidos por g de tejido a la radioactividad especifica
del plasma, la lipaogénesis se calculd como pmoles de
3420 incorporados por hora de tratamiento y por gramo de
peso fresco de tejido. La eficiencia fue del orden del

25% para el Tritio.

3.15 DETERMINACION DE GLUTATION.

La determinacidn de glutation se llevd a cabo segun
el métode de Hazelton y Lang (1.979), parcialmente
modificado. Para la preparaciétn del tejido, a las ratas
sacrificadas por dislocacién cervical se les extrajo
rapidamente el higado, el cual,previo lavado en solucidn
salina fria, fue inmediatamente congelado mediante el
uso de unas pinzas metalicas previamente introducidas en
Nitrdgeno liquido. Una porcidn de tejido, usualmente 230
mg, se homogeneizd a 4°C en 5 ml de una solucidn al 7%
de Acido sulfosalicilico, que fue usado como precipitan-
te de proteinas. El1 homogeneizado total se centrifugd a

14.000xg durante 15 min.
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Para la determinacidn de glutation total (GSH vy
GS5SG), a 0,1 ml de sobrenadante se le aradieron 3,9 ml
de tampdn fosfato sodico 0,1 M, pH 27,3, que contenia
0,005 M EDTA, para disminuir la concentracitn del

adcido sulfosalicilico antes del ensayo.

El ensayo de glutation total se realizd mediante un
método ciclico en el que la velocidad de reduccidn de
DTNB es proporcional a la cantidad de GSSG y GSH
presentes. La mezcla de ensayo contenfa en un volumen de
1 ml: tampén fosfato sdédico 0,1 M/EDTA-0,005 M, pH 7,5,
DTNB 0,5 mM, 0,5 unidades de GR, NADPH 0,2 mM vy
extracto. La reaccitén se iniciéd aradiendo GR, midiendo a
continuacitn la velocidad de reduccidn de DTNB a partir
del incremento de absorbancia a 412 nm. La concentracion
de glutation se determiné mediante comparacién de los
resultados con una curva estandar, preparada caon
cantidades conocidas de glutation y tratada de igual
forma que las muestras problemas. Los resultados se

expresan en pg de glutation total por g de tejido.

3.16 DETERMINACION DE NADP ¥ NADPH

Para la determinacién de estos nucledtidos, los
tejidos se congelaron rapidamente mediante el uso de
unas pinzas metdlicas previamente introducidas en
Nitrégeno liquido, siendo a continuacidn pulverizados
finamente en el estado congelado en un wmortero. Los
extractos Acidos, usados para la determinacidn de NADP,
se obtuvieron mediante la adicién de S voldmenes de
soluciéon de Acido perclérico 0,6 N al tejido pulverizado,

homogeneizando a continuaciédn durante 2 min. a 0°C con
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un pistilo de teflén. Los extractos alcalinos, usados
para la determinacién de NADPH, se obtuvieron mediante
la adicién de 5 volimenes de solucién 0,5 N KOH al
tejido pulverizado y homogeneizando como en el caso
anterior. Ambos extractos se incubaron a 60°C durante 10
min.. Después de neutralizados, se centrifugaron a
4°C. Los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para la
determinacién del nucledtido correspondiente, segdin ha

sido descrito previamente (Fabregat y col., 1.983)

Las mezclas de reaccién contenfan, en un volumen
final de 2 ml, tampén Tris/HC1 O,1 M, pH 8,0, glucosa
-46-fosfato 1,2 mM, PMS 0,8 mM y EDTA 6 mM. La reacci6n
se dispard con 10 unidades de GéPDH, midiéndose el
consumo de Oxigeno a 37=C. El calculo de la concentracidn
de ambos nuclebtidos se realizd por comparaci6n coh  uh

estandar interno de NADP o NADPH para cada muestra.



4, RESULTADOS
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4.1 PURIFICACION DE LA ENZIMA MALICA.

Un resumen del proceso de purificacién de la enzima
malica se presenta en 1a tabla 4.1.

La enzima mdlica presente en el precipitado 50-80%
de saturacitn de sulfato de amonio, se aplicd sobre una
columna de Sephadex G-200, tal como se describe en la
seccion 3.6.3 de Materiales y Métodos. En las fracciones
obtenidas se determiné tanto la actividad enzimidtica como
la absorbancia a 280 nm. El perfil de elucién se muestra
en la figura 4.1. Como puede observarse, tras este paso
la qctividad especifica de la enzima fue 0,492 U/mg de
proteinas, lo que representa un factor de purificacidn
de 5 veces en relacibn a la enzima en el sobrenadante de

partida.

La enzima concentrada se pasd seguidamente a través
de una columna de DEAE-celulosa, a una velocidad de
flujo de 7 ml/h. En este paso de purificacion, fue
decisivo para la separaciédn de esta enzima de 1la &PGDH
el gque la velocidad de flujo fuese baja . Tal coma se
indica en la tabla de purificacidn (tabla 4.1), tras el
paso a través de esta columna no se produjo pérdida
alguna de actividad, siendo el factor de purificaci®n
unas 12 veces mayor que en la anterior etapa. E1 perfil

de elucidn se muestra en la figura 4.2.

La cromatografia de afinidad constituyd el Jdltimo
paso de la purificacién. Las fracciones procedentes de
la etapa anterior se pasaron una a una a través de una
columna de NADP-agarosa. En nuestras condiciones, la

enzima unida a la columna se eluyd, tras un pico



Actividad

Volumen Protefnas Actividad especifica Recuperacién Purificacion
Etapa (ml) (mg) () (U/mqg) (%) (veces)
Sobrenadante 62,0 2579,2 249,0 0,097 100
inicial
PP 50-80% de 2,4 668, 6 160,0 0,239 64,3 2,47
sat. sulf. am,.
Eluato de 122,0 262,2 122,0 0,492 51,8 5,10
Sephadex G-200
Eluato de 58,3 21,27 128,46 6,046 51,6 62,7
DEAE-celulosa
Eluato de 201,0 0,402 98,2 244,35 39,4 2532,1

NADP-agarosa

Tabla 4.1.

ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE LA ENZIMA MALICA HEPATICA.
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Figura 4.1. ELUCION DE LA ENZIMA MALICA Y DE LA 6&6-FOSFOGLUCONA-
TO DESHIDROGEMASA DE LA COLUMNA DE SEPHADEX G-Z200. TamarRo de la
columna:d 120x2,6 cm. Tampdn de equilibrio y elucidén: Tris/HCl 350
mM, pH 7,4, Velocidad de flujo de la muestra: 10 ml/h,. Volumen
de las fracciones: 5,0 ml. e—e@, absorbancia a 280 nm. A—A, ac-
tividad de la enzima madlica.A—A , actividad de la é-fosfoglu-
conato deshidrogenasa.
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Figura 4.2. PERFIL DE ELUCION DE LA ENZIMA MALICA Y DE LA
6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGEMASA DE LA COLUMNA DE DEAE-CELULOSA.
Tamafo de la columna: 17x1,6 cm Tampén de equilibrio! Tris/HCl
SO mM, pH 7,4, 2 mM de @ -mercaptoetanol y 5% de glicerol.

Velocidad de flujo durante el equilibrado de 1la columna: 15
ml/h. Velocidad de flujo de entrada y elucidn de la muestra: 4
ml/h. Volumen de las fracciones: 5,3 ml. La flecha indica el

inicioc del gradiente 0-0,1 M de NaCl. e—® , absorbancia a 280
nm. A—A , actividad de enzima malica. A—A s actividad de 6-fos-
fogluconato deshidraogenasa.

Actividad enzimatica (U/ml)
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Figura 4.3. ELUCION DE LA ENZIMA MALICA UNIDA A LA COLUMNA DE
MADFP-AGAROSA. TamaRo de la columna Sx 1,0 cm. Tampdn de equili-
brio: Tris/HC1 S0 mM, pH 7,4, 10% de glicerol. Volumen de las
fracciones! 4,7 ml. La flecha indica el inicio del gradiente li-
neal 0-0,02 mM de NADP
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Fotografia 4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMI-
DA, EN PRESENCIA DE SDS, DE MUESTRAS PROCEDENTES DE CADA
ETAPA DE LA PURIFICACION DE LA ENZIMA MALICA. El gel se
tifd con Azul de Coomassie, como se describe en la sec-
cion de Materiales y Métodos. 2: marcadores de peso
molecular; 4-6: muestras obtenidas de la columna de NADP-
agarosaj; 7: marcadores; 8: muestra obtenida de 1la
columna de DEAE-celulosaj; ?: muestra obtenida de la
columna de Sephadex G-200; 10: precipitado S50-80% de
saturacion de sulfato de amonioj 11: extracto de partida.
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inactivo de proteinas, al final de un gradiente lineal
0-0,02 mM de NADP. El perfil de elucién se muestra en la
figura 4.3. Las fracciones que contenfan 1la enzima se
tongelaron a -20=C. En estas condiciones se mantenia la
actividad siempre que el gliceraol estuviese presente
(10%) en el tampdn de elucidn. En este paso, la
actividad especifica de la enzima aumentd hasta 244,35
U/mg de proteinas, siendo el factor de purificacidn 40
veces mayor gque el obtenido en la etapa anterior. Como
puede observarse en la tabla de purificacidn ({tabla
4.1), al +final de todo el proceso la enzima fue
purificada 2532 veces con uha recuperacidn del 39,4% de

la actividad de partida.

La enzima malica aislada mediante este
procedimiento exhibid una dJdnica banda en geles de
poliacrilamida con SDS teridos con Azul de Coomassie. En
la <fotograffa 1 se visualiza todo el proceso de

purificacién.

4.2 PURIFICACION DE &6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA.

Esta enzima, al igual que la anterior, también se
encantrd en la fraccidn 50-80% de saturacidn de sulfato
de amonio. Este precipitado se dializé y aplicd sobre
una columna de Sephadex G-200, obteniéndose el perfil de
elucion mostrado en la figura 4.1. El comportamiento de
esta enzima en esta columna fue parecido al de 1a EM.
Como puede observarse en la tabla 4.2, en 1la que esta
resumido todo el proceso de purificacién de la enzima,
tras esta etapa la actividad especifica de la enzima fue
0,347 U/ mg de proteinas, lo que representa un factor de
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Actividad

Volumen Proteinas Actividad especifica Recuperacidn Purificacidn
Etapa (ml) {mg) w) (U/mg) (%) (veces)
Sobrenadante 62,0 2579,2 318,0 0,123 100
de partida
PP S0-80% de 8,4 668, 6 159,0 0,238 50,0 1,9
sat. sulf. am.
Eluato de 122,0 262,2 20,9 0,347 28,46 2,8
Sephadex G-200
Eluato de 63,6 4,3 65,3 15,01 20,5 122,0
DEAE-celulosa
Eluato de 149,46 0,16 76,4 465,86 24,0 3787,5

NADP-agaraosa

Tabla 4. 2.

ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE &6PGDH HEFATICA.
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Figura 4.4. PERFIL DE ELUCION DE &~-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENA-
SA DE LA COLUMNA DE MADP-AGAROSA. Tamaro de la columna: Sxl1 cm.
Tampon de equilibrio: Tris/HCl S50 mM, pH 7,4, 5 mM EDTA, 2 mM
(B—mercaptoetanol ¥y 5% glicernol. Volumen de las fracciones! 5,7
ml., La flecha indiica el inicio de la elucidn con un gradiente
lineal 0-0,5 mM de MNADP en tampén de equilibrio.
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Fotografia 4.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMI-

DA, EN PRESENCIA DE SDS, DE MUESTRAS PROCEDENTES DE CADA
ETAPA DE LA PURIFICACION DE LA 6-FOSFOGLUCONATO DESHIDRO-
GENASA. El1 gel se tiAd con Azul de Coomassie, como se

describe en la seccién de Materiales y Métodos. 1-3:

muestras procedentes de la columna de NADP-agarosaj 6.

marcadores; 7 y 8! muestras procedentes de la columna de

DEAE-celulosa; 9 ¥y 10: muestras obtenidas de la columna
de Sephadex G-200; 11 y 12! precipitado 50-80% de

saturacion de sulfato de amonio; 13 y 14: extracto de

partida.
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purificacién de 2,82. La recuperacitn de la actividad

fue en este caso menor gque para la EM.

En una segunda etapa, la columna de DEAE-celulasa
se equilibrd como se describe en Materiales y Métodos
(seccitn 3.7.2). Después de la aplicacidn de la muestra
dializada conteniendo la enzima y del lavado de la
columna con tampdn de equilibrio, la 6PGDH se eluyd con
un gradiente lineal 0-0,1 M de NaCl . La velocidad de
flujo fue de ? ml/h, lo que +Fue critico para que la
enzima se quedase retenida en la columna. Las fracciones
se recogierohn, y en ellas se ensayaron la actividad de
6PGDH y la absorbancia a 280 nm. E1 perfil de elucidn se
indica en la figura 4.2. Tras esta etapa, en la que
apenas se produjo pérdida de actividad, la actividad
especifica aumentd hasta 15,01 U/mg de protefnas vy el

factor de purificacién fue de 122,03.

Las fracciones que fueron seleccionadas en el paso
anterior por poseer una mayor razén actividad/absorbancia
a 280 nm, se aplicaron una a una scbre una columna de
NADP-agarosa. Un pico inactivo de proteinas se eluyd con
el tampén de equilibrio hasta que la absorbancia a 280
nm fue menor que 0,02. A continuacidn, la enzima se
eluyd con un gradiente lineal de 0-0,6 mM de NADP. EI
perfil de elucién se muestra en la figura 4.4. Tras este
paso de purificacion, la actividad especifica aumentd 31
veces. Como puede observarse en la tabla de
purificacidn, la enzima sufrid una activacién al pasar

por la columna de aproximadamente un 17%.

En resumen, esta enzima fue purificada 3787,5 veces,

con un rendimiento del 24%.
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Tras la cromatografia de afinidad, las fracciones
se analizaron en geles de poliacrilamida en presencia de
5DS, presentando una dnica banda cuando se timeron con
Azul de Coomassie. Los resultados del proceso de

purificacidn se pueden apreciar en la fotografia 4.2.

4.3 PURIFICACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA.

i

Bésicamente, el procedimiento de puritficacion de
esta enzima es igual al de los dos casos anteriores.
Esta enzima, a diferencia de 1l1la EM vy de la &PGDH,
precipitd entre el 30 y el 50% de saturacidn de sulfato
de amonio. Este precipitado se aplicd sobre una columna
de Sephadex G-200. El perfil de elucitn se presenta en
la figura 4.5. La actividad especifica de la enzima
eluida fue de 0,559 U/mg de proteinas (tabla 4.3), lo
que representa un factor de purificacion de 3,2 con
respecto al extracto inicial. Aproximadamente 2/3 de la
actividad se perdid como consecuencia del paso de la

enzima a través de la columna.

La enzima eluida de la columna, una vez que fue
concentrada mediante la adicién de sulfato de amonio
hasta el 55% de saturacién, se hizo pasar a través de
una columna de DEAE-celulosa en las condiciones vya
descritas quedando retenida en el gel. Tras la elucidn
de un pico inactivo de proteinas, se obtuvieron
fracciones con G6PDH activa cuando se aplico un
gradiente lineal de 0,02-0,2 M de tampon fosfato
potasico. El perfil de elucidn se muestra en la +iqura
4.68. En esta etapa, la actividad especifica de la enzima

aumentd hasta 4,67 U/mg de proteinas, lo que representa



Actividad

Valumen Proteinas Actividad especifica Recuperacidn Purificacitn
Etapa (ml) {mg) tu) (U/mqg) (%) (veces)
Sobrenadante &2,0 2579,2 458, 0 0,177 100
de partida
PP 30-50% de 8,3 852,44 315,0 0,369 68,8 2,1
sat. sulf. Am.
Eluato de 121,0 179,1 100,2 0,559 21,9 3,2
Sephadex G-200
Eluato de 104,0 16,7 78,2 4,670 17,1 26,4
DEAE-celulosa
Eluato de 122,9 0,17 43,0 232,94 7,3 1429,0

NADF -agarosa

Tabla 4.3.RESUMEN DE LA PURIFICACION DE Gé&6FDH HEPATICA.
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Figura 4.5. ELUCIOM DE GLUCOSA-&-FOSFATO DESHIDROGENASA DE LA

COLUMNA DE SEPHADEX G-200. Tamaro de l1a columna:l 120x2,6 cm.

Tampdn de equilibrioc y elucién: Tris/HC1 50 mM, pH 8,0, 2 mM P—
mercaptoetancl. Velocidad de flujo de la muestra: 10 ml/h. Volu-

mern de las fracciones: 5,3 ml.
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Figura 4.6. ELUCION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA DE LA
COLUMMA DE DEAE-CELULOSA. Tamaro de la columna: Z2ix1,3 cm. Tam-
pon de equilibrio: 0,02 M tampdn +osfato potédsico, pH 7,0, 2 mM
p—mecarptoetanol. Velocidad de flujo durante el equilibrado vy
elucidn: 1S ml/h. Volumen de las fracciones: 5,2 ml. Elucién:
mediante gradiente lineal 0,02-0,2 M de tampdn fosfato potasico,

2 mM (d-mercaptoetancl. El inicio del gradiente se indica con la
flecha.
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Figura 4.7. ELUCION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGEMASA DE LA
COLUMMA DE NADP-~-AGARQOSA. Tamaro de la columna 4x1,0 cm. Tampon
de equilibrio: Tris/HC1 SO mM, pH 8,0, 5 mM EDTA, 2 mM (> -mer-
captoetanol! vy 5% glicerocl. Volumen de las <fracciones: 3,4 ml.
La flecha indica el inicioc de la elucidn con un gradiente lineal
0-0,05 mM de MADP en tampdn de equilibrio.
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Fotografia 4.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMI-
DA, EN PRESENCIA DE SDS, DE MUESTRAS FPROCEDENTES DE CADA
ETAPA DE LA PURIFICACION DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHI-
DROGENASA. E]1 gel se tifd con Azul de Coomassie, como se
describe en la seccitn de Materiales y Métodos. 1 y 2:
extracto inicial; 3 y 4! precipitado 30-50% de satura-
cidn de sulfato de amonio; 5 y 6: muestra obtenida de la
columna de Sephadex G-200; 7-10: muestras obtenidas de
la columna de DEAE-celulosaj 11: marcadores; 12-14
muestras obtenidas de la columna de NADP-agarosa.
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un factor de purificacion de 24,4 respecto al extracto

inicial.

Por dltimo, las fracciones obtenidas de la columna
de intercambio i6nico se pasaron independientemente a
través de una columna de NADP-agarosa. La enzima se
eluyd con un gradiente lineal de 0-0,05 mM de NADP
(figura 4.7). La actividad especifica aumenté hasta 252,
94 U/mg de proteinas, lo que representa un factor de
purificacidon final de 1429. Como se puede observar, en
este paso se produjo otra importante pérdida de
actividad enzimatica. El rendimiento final fue el menor
de las tres enzimas purificadas. Asi, tan sélo un 9,3%
de la actividad se recuperd al final de todo el proceso

de purificacion.

Los resultados del proceso de purificacidn se

pueden apreciar en la fotografia 4.3.

4.4 CARACTERIZACION Y TITULACION DE LOS ANTICUERPOS
OBTENIDOS.

Los anticuerpos frente a cada una de las enzimas
estudiadas se obtuvieron como se indica en la seccién

3.10 de Materiales y Mé&todos.

La especificidad de los antisueros se determind
mediante la técnica de doble inmunodifusidn de
Ouchterlony (1.953). Como puede observarse en las
fotografias 4.4, 4.5 y 4.6, en todos los casos aparecid
una Gnica banda de precipitina cuando los anticuerpos se

probaron frente a diferentes <fracciones cbtenidas



-63-

()
O
100
)
o+
=
S o
==
]
S~
=
i
w
o O
o
=3 50
O
I L
10 20

P] de antisuero

Figura 4.8.TITULACION DE LOS ANTICUERPOS OBTENIDOS FRENTE A LA
ENZIMA MALICA. Cantidades crecientes de antisuero anti-EM se
aradieron a una cantidad fija de enzima malica.Tras la incuba-
cidn a 37eC durante 1 hy los tubos se mantuvieron a 49 to-
da la noche y se centrifugarcon a 12.000xg. Las actividades enzi-
m&ticas se ensayaron en alicuotas del sobrenadante obtenido.
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Figura 4.9. TITULACION DE LOS ANTICUERF(OS OBTENMIDOS FRENTE A LA
ENZIMA G&PDH. Cantidades crecientes de antisuero anti-GoPDH se

anadieran & una cantidad fija de G&PDH. Tras la incubacidn a
37°C durarnte + h, los tubos se mantuvieron a 4°C toda la noche
y se centrifugaron a 12.000xq9. Las actividades enzimaticas

se ensayaron en allcuotas del sobrenadante obtenido.
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Figura 4.10. TITULACION DE LOS ANTICUERPQS OBTENIDOS FRENTE A LA
ENZIMA 6PGDH. Cantidades crecientes de antisuero anti-&6FPGDH se

anadieron & una cantidad fija de &6PGDH.

Tras la incubacidn a

37eC durante 1 hora, los tubos de reaccidn se mantuvieron a

4°C toda la noche y se centrifugaron
dades enzimdticas se ensayaron en

abtenido.

a 12.000xg. Las activi-
alicuotas del sobrenadante
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Fotografia 4.4. ANALISIS DE DOBLE INMUNODIFUSION DEL
ANTICUERPO OBTENIDO FREMTE A LA EM. El pocille central
contiene antisuerc anti-EM. Los otros pocillos contienen
muestras de fracciones obtenidas de distintas columnas.
Las placas se dejaron reaccionar una semana antes de
tomar la fotogratia.
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Fotografia 4.5. ANALISIS DE DOBLE INMUNODIFUSION DEL
ANTICUERPO OBTENIDO FRENTE A LA 6PGDH. El1 pocillo
central contiene antisuero anti-6PGDH. Los otros
pocillos contienen muestras de fracciones obtenidas de
distintas columnas. Las placas se dejaron reaccionar una
semana antes de tomar la fotogra+tia.
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Fotografia 4.6. ANALISIS DE DOBLE INMUNODIFUSION DEL
ANTICUERPO OBTENIDO FRENTE A LA GéPDH. E1 pocillo
central contiene antisuero anti-G6PDH. Los otros
pocillos contienen muestras de fracciones obtenidas de
distintas columnas. Las placas, que se dejaron
reaccionar una semana antes de tomar la fotografia, se
tiferon con Azul de Coomassie, como se describe en
Materiales vy Métodos.
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durante los procesos de purificaciédn, lo cual representa

una hueva evidencia de la purificacion de las enzimas.

La titulacién de los anticuerpos se realizd como se
describe en 1la seccién 3.12, aradiendo cantidades
crecientes de antisuero a una cantidad fija de enzima.
Los resultados de las titulaciones se muestran en las
figuras 4.8, 4.9 y 4.10. Estas titulaciones corresponden
a fracciones de antisuero obtenidas aproximadamente a
los 45 dias después de la primera inyeccién con 1la
enzima purificada. En ellas se puede observar que 26 pl
de antisuero anti-EM precipitan 136 mU de esta enzima,
que 58 ul de antisuero anti-&PGDH precipitan 89 wmU de
6PGDH y que 52 pl de antisuero anti-G6PDH precipitan 74

mU de dicha enzima.

4.5 EFECTO DE LA VARIACION EN EL CONSUMO DE NADPH SOBRE

LAS ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS PRODUCTORAS DE_NADPH

HEPATICAS Y SOBRE LA RAZON _NADPH/NADP. EFECTO
COMPARATIVC DE LA INDUCCION E_INHIBICION DE LA
SINTESIS DE ACIDOS GRASOS.

En nuestros experimentos se han usado dos
condiciones metabdlicas que incrementan la capacidad
lipogénica de las ratas: ayuno-realimentacidn con una
dieta rica en hidratos de carbono, y administracion de
insulina (Young y col., 1.964; Timmers y Knittle, 1.980;
Alexander y col., 1.982; Zammit y Corstorphine, 1.982).
Como esperabamos, en ambas condiciones se produjo una
marcada estimulacién de la biosintesis de Acidos grasos
en higado y tejido adiposo. Como se indica en la tabla

4.4, se observaron incrementos de S5 y 7 veces,
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Tratamiento Higado Tejido adiposo sangre
Cantrol 10,49 + 1,30 6,35 + 0,87 0,82 + 0,05
(4) (4) {4)
e] hj bj
Ayuno- 52,09 + 10,82 43,05 + 2,77 4,33 + 1,83
realimentac. 4) (4) (4)
dj i ij
Ayuno-real., + 2,51 + 0,15 bk 9I:01 % 1,31 0,87 + 0,47 ak
Bezafibrato (4) (4) (4)
. e] hj bj
Insulina 78,45 + 16,16 67,52 + 5,75 3,38 + 1,01
(4) (4) (4)
. dj ij ij
Insulina + 18,95 + 2,21 ;, 4,86 + 0,37, 1,06 £ 0,18
Bezafibrato (4) : (4) (4)

Tabla 4.4. EFECTO DEL BEZAFIBRATO SOBRE LA VELOCIDAD DE SINTE-
SIS DE ACIDOS GRASOS EN HIGADC Y TEJIDO ADIPOSO Y SOBRE LA RA-
DICACTIVIDAD INCORPORADA EN LOS ACIDOS GRASOS CIRCULANTES EN
SANMGRE. Todas las ratas se inyectaron intraperitonealmente con 5
mCi/0,5 ml de agua tritiada. Una hora después de iniciado el
tratamiento, los animales se sacrificaron tomandose las muestras
de tejido y tratdndose tal como se indica en Materiales y Méto-
dos. Los resultados se expresan en Pmnles de 3Hx0 incorporados

a dcidos grasos por hora de tratamiento y por gramo de peso
fresco de tejido. Los resultados son medias + S.E.M. para el na-
mera de animales indicado entre paréntesis. j,comparado con va-
lores controles; k, comparado con ratas ayunadas-realimentadasj
1, comparado con ratas tratadas con insulinaj a,p< 0,053
b,p<0,025; c,p<0,01255 d,p< 0,015 e,p<0,005;5 +,p<0,0025% h,p<
0,0003 i,p> 0,05.
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respectivamente, en estos tejidos de ratas ayunadas-
realimentadas, mientras gue &l tratamiento con insulina
causd un incremento de 8 veces en higado vy de 11 veces
en tejido adiposo. Al mismo tiempo hubo también un
incremento de los Acidos grasos circulantes en sangre,

de aproximadamente 35 veces.

Paralelamente, en estas cundiciones hemos medido
las actividades especificas de las enzimas productoras
de NADPH hepaticas. Varios autores han descrito que las
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato y la
enzima madlica son enzimas adaptativas, y que sus niveles
son incrementados en animales alimentados con una dieta
de alto contenido glucidico, siendo este aumento mucho
mayor en la condicién ayuno-realimentacidn, y en ratas
tratadas con insulina. Como puede verse en la tabla 4.5,
las actividades de las deshidrogenasas del ciclo de las
pentosas fosfato aumentaron aproximadamente 2 veces,
mientras que en el casoc de la enzima malica el aumento
fue de S veces. Las figuras 4.1la, 4.12a y 4.13a, en las
que se representan respectivamente las inmunoprecipita-
ciones de G6PDH, 6PGDH y EM hepéticas, indican que los
aumentos de las actividades especificas de estas enzimas
fueron debidos a aumentos en las cantidades de enzimas
inmunoldgicamente reactivas presentes bajo estas

condiciocnes.

La isocitrato deshidrogenasa-NADP, por el contrario,
tuvo un comportamiento totalmente diferente. Asi, esta
enzima sufrid una disminucidn significativa en su
actividad especifica en ratas ayunadas-realimentadas, vy

permanecid invariable al tratamiento con insulina.
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Tratamiento G&PDH &PGDH EM IDH
Control 54,5 + 1,9 58,2 + 2,0 8,9 + 0,4 203,1 + 6,8
(18) (27) (19) (7)
hj hj hj
Ayuno- 104,8 + 7,8 98,3 + 3,6 45,1 + 3,3 165,6 + 2,3
realimentac. {(11) (8) (8) (4)

ij ij hj
Ayuno-real.+ 56,6 + 2,4, 58,7 ¢+ 1,5
Bezafibrato (4) (4) (7) (4)

hj h hj
Insulina 131,4 + 9,17 81,8 + 5,5 © 45,3 + 3,0  210,6 + 3,4
(&) (&) (4) (4)
, ij ij hj
Insulina + 56,5 + 3,7,] 51,5 ¢ 1,6 ) 52,2 + 6,9, 232,0 £ 5,4
Bezafibrato (4) (&) (&) (4)

Tabla 4.35. EFECTO DEL AYUNO-REALIMENTACION, AYUNO-REALIMENTA-
CION + BEZAFIBRATO, INSULINA E INSULINA + BEZAFIBRATO SOBRE LAS
ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS EMNZIMAS FPRODUCTORAS DE NADPH
HEPATICAS. fas actividades especificas, medidas como se describe
en la seccidn de Materiales y Métodos, se expresan como nmol de
NADPH/m3 de proteinas/min. Los resultados son medias +# S.E.M.
para el ndmero de animales indicado entre paréntesis. Los
andlisis estadi{sticos se basaron en comparaciones realizadas
usando la t de Student. j,comparado can valores controlesj
k,comparado con ratas ayunadas-realimentadasj 1,comparadoc con
ratas tratadas con insulinaj a,p< 0,055 b,p< 0,025; c,p< 0,0123;
d,p< 0,015 e,pd 0,003; $,p< 0,0025; h,p< 0,0005 §i,p> 0,05,
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Figura 4.11. INMUNOPRECIPITACION DE GLUCOSA-6-FOSFATC DESHIDRO-
GENASA HEPATICA. Una cantidad fija de G6PDH (100 mU) se incubd
con voldmenes crecientes de antisuero como se describe en Mate-
riales y Métodos. Las actividades enzimAticas se ensayaron en
alicuotas del sobrenadante obtenido tras 1la centrifugacidon de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. ( A)control, ¢ O Yratas ayunadas-realimentadas,
(O)ratas tratadas con insulina, {(Mlratas ayunadas-realimentadas
y tratadas con Bezafibrata, M ratas tratadas caon insulina vy
Bezafibrato.
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Figura 4.12. INMUMNOPRECIPITACION DE &-FOSFOGLUCONATO DESHIDRO-
GENASA HEPATICA. Una cantidad fija de APGDH (100 mU) se incubd
con voldmenes crecientes de antisuero como se describe en Mate-
riales y Métodos. LLas actividades enzimadticas Sse ensayaron en
alicuotas del sobrenadante obtenido tras ta centrifugacidn de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. (A )control, ( O )Yratas ayunadas-realimentadas,
(O)ratas tratadas con insulina, (Mratas ayunadas-realimentadas
y tratadas con Bezafibrato, (¥ ratas tratadas con insulina vy
Bezafibrato.
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Figura 4.13. IMMUMOPRECIPITACION DE LA ENZIMA MALICA HEPATICA.
Una cantidad fija de &4PGDH (S0 mU) se incubd con voldmenes
crecientes de antisuero como se describe en Materiales bY
Métodos. Las actividades enzimdticas se ensavaron en alicuotas
del sobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de los tubos de

reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos individua-
les. (A)control, {d)ratas ayunadas-realimentadas, ( O)ratas
tratadas con insulina, (B)ratas ayunadas-realimentadas Y

tratadas con Bezafibrata, {Yiratas tratadas caon insulina vy
Bezafibrato.
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En estas condiciones hubo también una disminucidn
de la razén NADPH/NADF (tabla 4.6), probablemente como
consecuencia de la activacidn de la lipogénesis. Esta

disminucidn fue mayor con el ayuno-realimentacidn.

Por otro lado, hemos estudiado el efecto de la
administracidn de Bezafibrato durante el periocdo de la
realimentacidn o en conjuncidn con la administracidn de
insulina. Este farmaco es uno de los mas utilizados para
el tratamiento de los desérdenes del metabolismo
lipidico. La accidn por la cual el Bezafibrato disminuye
los niveles de 1los 1lipidos ha sido objeto de
investigaciones, justificandose principalmente su accidn
paor el rapido y sustancial aumento en la actividad del
sistema de lap-oxidacidn peroxisomal (Lazarow, 1.982) .
Sin embargo, su actuacién sobre las vias biosintéticas
de los lipidos no estd tan bien establecida. Nosotros
hemos estudiado el efecto del Bezafibrato sobre la
sintesis de 4&cidos grasos "in vivo" en ratas
ayunadas-realimentadas con una dieta rica en hidratos de
carbono o tratadas con insulina, condiciones ambas en
las que,como hemos dicho, tiere lugar un marcado aumento
de la lipogénesis. La velocidad de sintesis de 4&cidos
grasos se ha estimado midiendo la incorporacién de agua
tritiada en los &cidos grasos. Los resultados de 1la
tabla 4.4 indican que el Bezafibrato previene ia
induccidn de la sintesis de dcidos grasos producida por
la dieta o por 1la administracién de insulina. Este
efecto es mayor en ratas ayunadas- realimentadas, en las
que la velocidad de sintesis de los &cidos grasos fue
disminuida muy considerablemente hasta un valor de 4
veces menor que la velocidad observada en los controles.

Con respecto al efecto del Bezafibrato sobre los &cidos
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Tratamiento NADPH NADP NADPH/NADP
Contral 233,9 + 28,1 47,3 + 6,9 5,1 + 0,3
(4) (4) (4)
ej
Ayuno- 211,4 + 15,7 62,5 + 5,3 3,4 + 0,3
realimentac. (4) (4) (4)
1j
Ayunc-real. + 234,0 + 9,4 42,5 + 1,8 5,9 £ 0,1
Bezafibrato (4) (4) (4)
i
Insulina 252,5 + 34,5 57,5 + 3,6 4,3 + 0,4
(4) 4) {(4)
fj
Insulina + 410,8 + 36,4 57,3 + 3,6 7,1 2 0,24
Bezafibrato (4) (4) {(4)

TABLA 4.6. EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES METABOLICAS ACTIVA-

DORAS E INHIBIDORAS DE LA LIPOGENESIS SOBRE LA RAZON NADPH/NADF

EN HIGADO DE RATA. La concentracidn de NADPH y NADP se determi-

naron coma se indica en Materiales y Métodos. Los resultados
estdn dados en nmoles/ g de tejido como medias + S.E.M. para el

nimero de animales indicado entre paréntesis. Los andlisis
estadisticos se basaron en comparaciones realizadas usando la t
de Student. j,comparado con valores controless k,comparado con
ratas ayunadas-realimentadas; 1l,comparado con ratas tratadas con
insulinas; a,p< 0,05; b,p< 0,025; c,ps 0,0125; d,p<0,01; e,p<
0,005; f,p< 0,0025% h,p¢ 00,0005 § i,p> 0,0S.
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grasos circulantes en la sangre, no se puede excluir la
posibilidad de que este faArmaco afecte especificamente
el aclaramiento plasmatico de los 4&cidos grasos. El
efecto inhibidor del Bezafibrato sobre la sintesis de
los &cidos grasos ha sido también puesto de manifiesto
en nuestro Departamento mediante estudios "in vitro®
realizados en hepatocitos adipocitos y acinis aislados,

de ratas (Villanueva y col. 1.986)

Por otro lado, como puede verse en la tabla 4.5, el
Bezafibrato previno también la induccidn de la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa y de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa hepaticas producidas por la dieta o por
la insulina, de forma gue las actividades especificas de
estas enzimas fueron iguales a las encontradas en ratas

controles.

El Bezafibrato anuld también la disminucidn de 1la
razén NADPH/NADP, probablemente como consecuencia de la
inhibiciétn de la lipogénesis y de un bloqueo en la
utilizaciédn de NADPH. En ratas tratadas conjuntamente
con insulina y Bezafibrato la concentracidn de NADPH fue
aproximadamente 2 veces mayor que en el resto de las
situaciones, y, consecuentemente, el valor de la razdn

estuvo por encima del valor control.

Las figuras 4.11b vy 4.12b, que representan las
inmunoprecipitaciones de G&FDH y 6PGDH hepaticas,
indican que las cantidades de estas enzimas fueron
también proporcionales a las actividades especificas

encontradas bajo estas situaciones.



-7%

El comportamiento de las otras dos enzimas produc-
toras de NADPH fue, sin embargo, totalmente diferente.
As!, mientras que la actividad de la IDH noc wvarid al
administrarse Bezafibrato, con respecto a los valores
obtenidos cuando 1la lipogénesis fue activada, la
actividad especifica de la EM se duplicd con respecto a
las ratas ayunadas-realimentadas, y no varié cuando el

Bezafibrato se administré conjuntamente con la insulina.

En la figura 4.13b se muestra la inmunoprecipitacion
de la enzima malica y como puede observarse, la
actividad de esta enzima fue dependiente de la cantidad

de proteina presente.

Un dato importante a tener en cuenta es el efecto
del Bezafibrato sobre 1la enzima NADPH-citocromo c
reductasa. Este farmaco produjo un incremento de
aproximadamente 1,5 veces en la actividad de esta enzima
con respecto a ratas ayunadas-realimentadas, en las
cuales dicha enzima estaba ya aumentada en relacitn a
ratas controles. La actividad especifica de esta enzima
de destoxificacibn en animales controles, en ayunadas-
realimentadas y en ayunadas-realimentadas y tratadas con
Bezafibrato, fue respectivamente 115,3 + 7,1 (7),
139,4 + 9,6 (68) y 206,77 * 25,7 (4) (nmoles/min/mg de
proteinas; entre paréntesis se indica el ndmero de
animales). Estos resultados, que podrian ser debidos a
la posible implicacién de esta enzima en el metabolismo
del Bezafibrato, ya que la NADPH-citocromo c reductasa
es una enzima inducible por diferentes compuestos
xenobidticos (Conney, 1.967), nos permien comprobar a su
vez que el efecto del Bezafibrato no es debido a la

inhibicidn de la sintesis de protetfnas.
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4.6 ESTUDIC COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA INDUCCION E
INHIBICION DE LA SINTESIS DE ACIDOS GRASOS SOBRE LAS

ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS PRODUCTORAS DE _NADPH ¥

SOBRE LA RAZON NADPH/NADP EN EL TEJIDO ADIPOSO DE

RATAS.

En la tabla 4.7 estdn resumidos los efectos de las
condiciones metabélicas lipogénicas y el efecto del
Bezatibrato, en las mismas condiciones antes mencionadas,
sobre las actividades especificas de las enzimas
estudiadas. Como puede verse, el comportamiento del
tejido adiposo en estas condiciones presentd algunas

diferencias con respecto al higada.

En el caso de las deshidrogenasas, la realimentacion
con la dieta rica en hidratos de carbono produjo tan
sdlo un incremento de 1,53 veces en la actividad
especifica de la 6PGDH, y no tuvo un efecto significativo
sobre los niveles de la G4PDH. Sin embargo, como puede

verse en la misma tabla, la insulina produjo uhn

incremento en la actividades especificas de ambas
enzimas.
En relacidn a la sintesis de los acidos grasos, en

este tejido se observéd un aumento de 7 veces en ratas
ayunadas-realimentadas, mientras que el tratamiento con
insulina causd un incremento de 11 veces (tabla 4.4). En
ambas situaciones se produjo una disminucidén significa-

tiva de la razén NADPH/NADP (tabla 4.8).

Los cambios de actividad de 1la EM fueron muy
parecidos a los de G&PDH. Asi, la actividad de esta

enzima s6lo aumentd cuando las ratas se trataron con
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Tratamiento G&PDH &6PGDH EM IDH
Contral 92,7 + 2,9 24,8 + 0,9 172,9 + 23,1 74,2 + 5,1
(9) (10) (10) (7)
' .. hj ij
Ayuno- 24,4 + 8,61 38,9 + 1,9 202,1 + 13,8 61,9 + 3,3
realimentac. {(4) (4) (4) (&)

i i aj
Ayuno-real.+ 95,7 & 4,4; 25,5 + 3,3dd163,5 + 17,1, 60,8 + 2,9,

Bezafibrato {(4) (&) (9) (4)
. hj hj hj
Insulina 142,2 + 9,0 44,3 + 0,7 382,2 + 49,686 76,7 + 3,7
(&) (4) (5) (4)

£] hj hj )
Insulina ¢+ 136,2 & 11,6;}47,0 + 4,6, 373,7 + 47,9, 77,94 & 3,8,
Bezafibratao (8) (5) (5) (4)

Tabla 4.7. EFECTO DEL AYUNO-REALIMENTACION, AYUNO-REALIMENTA-
CION + BEZAFIBRATO, INSULINA E INSULINA + BEZAFIBRATO SOBRE LAS
ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS PRODUCTORAS DE NADPH DEL
TEJIDO ADIPO50. Las actividades especificas, medidas como se
describe en la seccidn de Materiales y Métodos, se expresan Como

nmol de NADPH/mg de proteinas/min. Los resul tados son
medias + S.E.M. para el nimero de animales indicado entre
pareéntesis. Los an&lisis estadisticos se basaron en

comparaciones realizadas usando la t de Student. j,comparadao con
valores controlesi k,comparado con ratas ayunadas-realimentadasi
1, comparado con ratas tratadas con insulinaj; a,p< 0,05 b,p<
0,023f c,p< 0,0125; d,p< 0,015 e,p< 0,005; f,p< 0,0025; h,p<
0,0005i i,p> 0,05.
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insulina, y permaneciéd invariable con los cambios en la

dieta.

Con respecto a la IDH, el comportamiento de esta
enzima fue semejante al encontrado en higado: su
actividad especifica disminuyd con el ayuno-realimenta-

ciébn y no varitd con el tratamiento de insulina.

En las figuras 4.14a, 4.15a y 4.16a, en las que se
representan, respectivamente, las inmunoprecipitaciones
de la G&PDG, 6PGDH vy EM de tejido adiposo, se puede
observar que bajo estas condiciones las actividades
enzimAticas +fueron proporcionales a las cantidades

presentes de proteinas.

El efecto del Bezafibrato en este tejido es, al
mismo tiempo, algo diferente. Asi, aungque el Bezafibrato
a las dosis administradas previno en su totalidad la
activacidn de la sintesis de Acidos grasos causada por
la dieta o por la insulina (tabla 4.4), so6lo inhibid la
induccion de 6PGDH producida por el ayuno-realimentaciodn,
y no produjo considerable variacitn sobre la induccion
de G&6PDH y &4PGDH causada por la insulina. Este farmaco
tampoco afectt a las actividades especificas de EM e IDH
con respecto a las actividades encontradas bajo las

condiciones activadoras de la lipogénesis (tabla 4.7).

En cuanto al efecto de 1la inhibicién de la
lipogénesis sobre la razdn NADPH/NADP en este tejido,en
la tabla 4.8 puede verse que el Bezafibrato sélo previno
el descenso de la razén en ratas ayunadas-realimentadas

y no en ratas tratadas con insulina.
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Figura 4.14. INMUNOPRECIPITACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDRO-
GEMASA DE TEJIDO ADIPGSO0. Una cantidad fija de G6FPDH (S0 mU) se
incub®d con voldmenes crecientes de antisuero como se describe en
Materiales y Métodos. Las actividades enzimdticas se ensayaron
en alficuotas del sobrenadante obtenido tras la centrifugaciton de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. (Alcontrol, ( 00 ratas ayunadas-realimentadas,
tO) ratas tratadas con insulina, (Mratas ayunadas-realimentadas
y tratadas con Bezafibratao, (Wratas tratadas con insulina b4
Bezatibrato.
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Figura 4.15. INMUNOPRECIPITACION DE &-FOSFOGLUCONATO DESHIDRO-

GENASA DE TEJIDO ADIPOSO. Una cantidad fija de S6PGDH (30 mU) se

incub®d cor voldmenes crecientes de antisuero como se describe en

Materiales y Métodos. Las actividades enzimd&ticas se ensayaron
en alicuotas del sobrenadante obtenido tras la centrifugacién de

los tubas de reaccién. Cada punto corresponde a 3 experimentos

individuales. (Alcontrol, { O )ratas ayunadas-realimentadas,

{Olratas tratadas con insulina, (Mratas ayunadas-realimentadas

tratadas con Bezafibratao, {W)iratas tratadas con insulina vy

Bezafibrato.
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Figura 4.16. INMUNOPRECIFITACION DE LA ENZIMA MALICA DE TEJIDO
ADIFPOS0. Una cantidad fija de EM (50 mU) se incubd con voldmenes
crecientes de antisuero como se describe en Materiales vy
Métodos. Las actividades enzim&ticas se ensayaron en alicuotas
del sobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de los tubos de

reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentas individua-
les. ( Aj)control, tO)ratas ayunadas-realimentadas, (O)iratas
tratadas con insulina, ({M)ratas ayunadas-realimentadas b4

tratadas con Bezafibrato, {(W)iratas tratadas con insulina ¥
Bezafibrato.
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Tratamiento MADPH NADFP NNADPH /NADP
Control 5,50 + 0,46 2,12 + 0,20 2,59 + 0,02
(4) (4) (4)
hj
Ayuno- 1,81 + 0,51 1,714 + 0,09 1,10 &£ 0,22
realimentac. (4) (4) (4)
1j
Ayuno-real. + 3,76 + 1,45 1,82 + 0,55 2,31 + 0,68
Bezafiibrato (4) 3) (4)
hj
Insulina 3,67 + 0,39 2,26 + 0,16 1,64 + 0,04
(4) (4) {4)
hj
Insulina + 4,38 + 0,79 3,21 + 0,31 1,33 £ 0,20 |,
Bezafibrato (4) (4) (4)

Tabla 4.8. EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES METABOLICAS ACTIVA-

DORAS E INHIBIDORAS DE LA LIPOGENESIS SOBRE LA RAZON NADPH/NADP

EN TEJIDO ADIPOSO DE RATA. La concentracidn de NADPH y NADP se
determinaron comoc se indica en Materiales y Métodos. Los
resultadaos estdn dados en nmoles/ g de tejido como medias + S.E.
M. para el ndimero de animales indicado entre paréntesis. Los
andlisis estadisticos se basaron en comparaciones realizadas
usando la t de Student. j,comparado con valores controlesj k,
comparado con ratas ayunadas-realimentadass 1, comparado con
ratas tratadas con insulinaj a,p< 0,05; b,p<0,025; c,p<0,0125;
d,p< 0,013 e,p<0,00S; +,p<0,0025; h,p< 0,0005;5 i,p> 0,0S.
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Las inmunoprecipitaciones con antisueros especifi-
cos indicaron que las actividades especificas de Gé6PDH,
6PGDH vy EM del tejido adiposo fueron en todas estas
situaciones proporcionales a las cantidades presentes de
proteinas (tablas 4.14b, 4.15b v 4.16b), vya que para
cada enzima la cantidad de antisuero necesario para
precipitar una cantidad fija de miliunidades fue siempre

la misma, independientemente de la condicién metabdlica.

4.7 EFECTO DE LA VARIACION EN EL CONSUMO DE NADPH

CAUSADO POR LA ADMINISTRACIGON DE SUSTANCIAS
XENOBIOTICAS SOBRE LAS ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS
PRODUCTORAS DE NADPH DE HIGADO DE RATA.

En esta etapa, el consumo de NADPH se incremento
mediante la administracién de diferentes sustancias que
son metabolizadas a través de los procesos de
destoxificacién que usan NADPH: a) t-butil hidroperdxido
(tBHP), cuyo metabolismo es mediado por el sistema
glutation peroxidasa-glutation reductasa (Lotscher vy
col., 1.979) vy b) Fenobarbital y Bezafibrato, compuestos
que son metabolizados a través de 1a enzima NADPH-
citecromo P-450 reductasa (Conney, 1.967). Al mismo
tiempo, la inhibicidn de las vias consumidoras de NADPH
se llevé a cabo usando BCNU, un inhibidor de la

glutation reductasa (Frischer y Ahmad, 1.977).

En la tabla 4.9 se muestran las actividades especi-
ficas de las enzimas de ‘destoxificacibn de higado vy
tejido adiposo cuando los animales se trataron con los
citados compuestos., Como puede verse, en higado 1la

administracion de tBHP produjo un incremento
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Higado Tejido adiposo
Tratamiento GR cit. c red. GR cit. c red.
Control 57,3 + 1,6 115,33 + 7,1 53,9 + 2,9 13,9 £ 0,9
(?) (7) (2) (2)
. ] ]
t-BHP 65,6 + 4,3 152,2 + 83,8 66,4 + 9,8 13,1 + 0,7
(&) (&) (4) (4)
hj ij hj
t-BHP 21,5 + 5,7hm 125,5 + 9,83m 4,6 + 1,3, 7,9 £ 1,3
+ BCNU (3) (5) (4) (4)
hj hj 1j
Fenaob. 80,8 + 3,3 208,0 + 12,2 56,0 + 1,7 19,7 + 7,4
(&) (&) (4) (3)
aj e) ij
Bezaf. 81,6 + 1,2 160,2 + 10,5 52,3 + 3,4 15,2 + 1,4
(4) (4) (4) (4)

Tabla 4.9. EFECTO DEL t-BHP, t-BHP+BCNU, FENOBARBITAL Y BEZAFI-
BRATO SOBRE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS DE
DESTOXIFICACION DE HIGADO Y TEJIDO ADIFPOSO DE RATA. Las
actividades especificas, medidas como se describe en la seccion
de Materiales y Métodos, se expresan como nmol de NADPH/ mg de
proteinas/min. Los resultados son medias + S.E.M. para el numero
de animales indicado entre paréntesis. Los analisis estadisticos
se basaron en comparaciones realizadas usando la t de Student.
i, comparado con valores controles; m, comparado con ratas
tratadas caon t-BHP; a,p< 0,055 b,p<0,025; c,p<0,0123;5 d,p< 0,013
e,p<0,0035§ +,p<0,0025; h,p< 0,00055 i,p> 0,05.

1j

dj

dm

1j

1]
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significativo de las actividades especificas de 1las
enzimas de destoxificacién consumidoras de NADPH:
glutation reductasa y NADPH-citocromo c reductasa. La
accidn del tBHP sobre la GR es debida al hecho de que
este compuesto es metabolizado a través de la oxidacidn

de GSH.

Resultados similares, pero mas marcados, se obtu-
vieron cuando a las ratas se les administrd Fenobarbital
o Bezatibratao. El tratamiento con cualguiera de estos
dos compuestos causd un incremento de 1,8 v 1,4 veces,
respectivamente, en la actividad de NADPH-citocromo c

reductasa y GR.

En relacidtn al efecto que sobre las enzimas
productoras de NADPH tienen estos compuestos, en la
tabla 4.10 se puede observar que 1la administracidn de
tBHP produjo, al mismo, tiempo un incremento significa-
tivo de las actividades especificas tanto de las
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato
hepadticas como de la EM, no afectando en absolutoc a la

actividad de 1la IDH.

Las figuras 14.17, 14.18 vy 14.19 representan las
inmunoprecipitaciones de la G6PDH, &4PGDH y EM hepaticas
respectivamente de ratas tratadas con tBHP. Los
resultados indican que en los tres casos los incrementos
de las actividades especificas fueron debidos a

incrementos en la cantidades de las enzimas.

Estos aumentos en las actividades de estas enzimas
fueron acomparados por un descenso de la razén NADPH/

NADP en este tejido hasta un valor de 3,0 (tabla 4.11).
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Tratamiento G&4PDH &6PGDH EM IDH
Control 54,5 + 1,9 58,2 + 2,0 8,9 + 0,4 203,0 + 6,8
(18) (27) (19) (7}
aj hj hj ij
t -BHP 42,7 + 4,4 71,1 + 2,9 15,5 + 1,8 201,1 + 4,9
(12) (12) (7) (4)
hj ij ]
t-BHP + BCNU 30,2 + 2,3, 50,1 + 2,8, 5,9 £ 0,7 ¢, N.D.

Fenaobarbital

Bezafibrato

Tabla 4.10. EFECTO DE LA ACTIVACION E INHIBICION DE LOS SISTE-
MAS DE DESTOXIFICACION, MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES
SUSTANCIAS, SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LAS ENZIMAS

PRODUCTORAS DE NADPH DE HIGADO DE RATA . Las actividades
especificas, medidas como se describe en la seccidn de
Materiales y Métodos, se expresan como nmol de NADPH/mg de

proteinas/min. Los resultados son medias + S.E.M. para el némero
de animales indicadao entre paréntesis. Los andlisis estadisticos

se basaron en comparaciones realizadas usanda la t de Student.
j,comparado con valores controles; wm,comparado con ratas
tratadas con t-BHPj a,p< 0,055 b,p< 0,025 c,p< 0,0123;5 d,p<

0,015 e,p< 0,005; f,p< 0,0025; h,p< 0,0005 i i,p> O,0S.
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Figura 4.17. INMUNOPRECIPITACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDRO-
GENASA HEPATICA. Una cantidad fija de G&PDH (100 mU) se incubd
con valumenes crecientes de antisueroc como se describe en Mate-
riales y Métodos. Las actividades enzimdticas se ensayaron en
allicuotas del sobrenadante obtenido tras 1a centrifugacién de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. {(A)ratas tratadas con t-BHP, (®)ratas tratadas con
t-BHP + BCNU, ( ¥)ratas tratadas con FfFencbarbital, ( X )ratas
tratadas con Bezafibrato.
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Figura 4.18. INMUNCOPRECIPITACION DE &-FOSFOGLUCONATO DESHIDRO-
GENASA HEPATICA. Una cantidad fija de &PGDH (100 mU) se incubd
con volumenes crecientes de antisuero como se describe en Mate-
riales y Métodos. Las actividades enzimdticas se ensayaraon en
alicuotas del sobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. (Alratas tratadas con t-BHF, (@)ratas tratadas con
t-BHP + BCNU, ( %)ratas tratadas con Fenobarbital, ( X )ratas
tratadas con Bezafibrato.
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Figura 4.19. INMUNOPRECIPITACION DE LA ENZIMA MALICA HEPATICA.
Una cantidad +ija de EM (50 mU) se incubd con volumenes
crecientes de antisuera comoc se describe en Materiales vy
Métodos. Las actividades enzima&ticas se ensayaron en alicuotas
del sobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de los tubos de
reacciédn. Cada punto corresponde a 3 experimentos individuales.
{A)ratas tratadas con t-BHP, (@)ratas tratadas con t-BHP + BCNU,
{k)ratas tratadas con Fenobarbital, { x)ratas tratadas con
Bezafibrato.
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Tratamiento NADPH NADP NADPH/NADP
Contraol 233,9 + 28,1 47,3 + 6,9 5,1 + 0,30
(4) (4) (4)
hj
t-BHP 153,3 + 13,0 50,8 + 5,8 3,0 + 0,09
(4) (4) (4)
bJj
t -BHP +BCNU 359,5 + 6,1 21,2 + 5,3 4,0 + 0,27
(4) (4) (4)
£i
Fenaobarb. 230,5 + 16,5 65,0 + 6,6 3,6 £ 0,10
(4) (4) (4)
£
Bezafibrato 208,7 + 8,6 60,6 + 6,1 3,5 £ 0,20
(4) (4) (4)

Tabla 4.11. EFECTO DE LA ACTIVACION E INHIBICION DE LOS SISTEMAS
DE DESTOXIFICACION, MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES
SUSTANCIAS, SOBRE LA RAZON MADPH/NADP EN HIGADO DE RATA. La
concentracidn de NADPH y NADP se determinaron como se indica en
Materiales y Métodos. Los resultados estin dados en nmoles/ g de
tejido como medias + S.E.M. para el numero de animales indicado
entre paréntesis. Los andlisis estadisticos se basaron en
comparaciaones realizadas usando la t de Student. j,comparado con
valores controlesi m, comparado con ratas tratadas con t-BHPj§
a,p< 0,05; b,p<0,025; c,p<0,0125; d,p¢< 0,013 e,p<0,005;
£,p<0,0025; h,p< 0,0005 ;i,p> 0,05.



-05-

Ern contraste con estos resultados, en ratas
tratadas con tBHP + BCNU la actividad especifica de la
NADPH-citocromo ¢ reductasa no sufrid variacidn,
mientras que, tal como se esperaba, la actividad de la
GR hepdtica disminuyd notablemente, debido al efecto
inhibidor del BCNU sobre 1la G6R, hasta un valor de,
aproximadamente, un tercio de la actividad de las ratas

controles. (tabla 4.9).

Paralelamente a este efecto sobre las enzimas de
destoxificaciébn, la induccién de 1las enzimas G6FDH,
6PGDH vy EM causada por tBHP fue fuertemente suprimida
por la administraciéan de BCNU, como puede verse en la
tabla 4.10. Aungue para las tres enzimas las actividades
especificas estuvieron por debajo de los valores
controles, este efecto fue mucho mayor sobre 1a G6PDH,
cuya actividad +fue aproximadamente el 30% de la

cbservada en controles.

Al igqual que en 1las condiciones anteriores, las
inmunoprecipitaciones de estas tres enzimas con
antisueros especi{ficos revelaron gue en ratas tratadas
con tBHP vy con tBHP+BCNU las cantidades de enzimas
fueron proporcionales a las actividades enzimdticas

encontradas (figuras 4.17, 4.18 y 4.19).

Este efecto del tBHP+BCNU sobre 1las inducciones
enzimaticas fue acompafado par un incremento en la razdn
NADPH/NADP con respecto al valor encontrado en ratas
tratadas exclusivamente con tBHP, pero sin 1llegar a
alcanzar los resultados observados en animales

controles.
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Camo se ha mencionado anteriormente, otros
compuestos usados en nuestros experimentos para producir
cambios en el consumo de»NADPH han sido Fenobarbital vy
Bezafibrato. El efecto de estas sustancias sobre las
enzimas productoras de NADPH puede verse en la tabla 4.10
Los resultados indican gque con ambos tratamientos 1la
actividad especifica de la EM aumentd aproximadamente 3,5
veces , sin cambios paralelos en la actividad de las
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato. la
IDH, en cambin, nc respondié de igual forma a 1los dos
tratamientos. Asi, mientras gque en ratas a las que se
les administré Fenobarbital la actividad de esta enzima
se incrementd significativamente, en ratas tratadas con

Bezafibrato su actividad especifica disminuyod.

Con respecto al efecto de estos compuestos sobre la
razén NADPH/NADP en higado, puede verse en la tabla 4.11
que en ambos casos se produjo una disminucién muy

similar de esta razdn.

Las inmunoprecipitaciones indicaron que en todos
los casos y para cada enzima se nhecesitdé el mismo
volumen de antisuero especifico para precipitar unas
determinadas miliunidades, lo que indica que, en estas
condiciones, las cantidades de 1las enzimas fueron
proporcionales a las actividades enzimaticas encontradas

(figuras 4.17, 4.18 y 4.19).

4.8 EFECTO COMPARATIVO DE LA ACTIVACION E INHIBICION DE
LOS PROCESOS DE DESTOXIFICACION GQUE USAN NADPH SOBRE
LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS
PRODUCTORAS DE NADPH DE TEJIDO ADIPQOSQO.
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Los efectos de las sustancias xenobidticas sobre
las actividades enzimAticas en el tejido adiposo estdn
resumidos en las tablas 4.9 y 4.12. Como puede
observarse (tabla 4.9), la actividad especifica de la
NADPH-citocrome c reductasa es menor que en higado,
presumiblemente debido al hecho de que el higado tiene
una mayor capacidad de destoxificacidn. La actividad
especifica de esta enzima fue ligeramente aumentada por
Fenobarbital y su actividad fue significativamente

reducida por BCNU.

Con respecto a 1la GR, en tejidc adiposo la
actividad de esta enzima fue solamente aumentada por
tBHP, debido a que este compuesto es metabolizado a
través de la oxidaciton de GSH (Lotscher y col., 1.979).
Al mismo tiempo, y como se esperaba, el BCNU produjo una
gran disminucidn de GR hasta valores 10 veces menores

gue los observados en ratas controles.

En cuanto al efecto del tBHP sobre las enzimas
productoras de MADPH en este tejido, como puede verse en
ia tabla 4.12 el comportamiento tanto de las
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato como
de la EM +fue parecido al encontrado en higado: la
administracién de tBHP provocd un aumento en las
actividades especificas de estas enzimas, aumento que
fue suprimido por la administracién conjunta de BCNU. Al
igual de lo que ocurrid en higado, 1las actividades
enzimaticas fueron menores que 1la de los controles,
sobre todo en el caso de la G6PDH, cuya actividad fue un
50% menor. Por el contrario, la actividad de 1la IDH
tampoco varit en este tejido con el tratamiento con

tBHP.
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Tratamiento G&PDHH &4PGDH EM IDH
Contraol 92,7 + 2,9 24,8 + 0,9 172,9 + 23,1 74,2 + 5,1
() (10) {10) (7)
hj hj bj ij
t-BHF 133,6 + 3,9 48,5 + 2,2 ° 305,5 + 63,3 64,4 + 2,8
(4) (4) (4) t43)

t-BHP +BCNU 55,1 + 10,7,° 20,0 + 3,1 55,3 &£ 11,5 N.D.
(4) (4) (4)
. ij 1j bj ej
Fenobarbit. 109,68 + 13,4 22,9 + 1,8° 279,6 + 32,7 98,3 £ 2,9
(4) (4) t4) (4
. ij 1 1j 1]
Bezafib. 1,2 + 16,6 26,7 + 7,7 190,0 + 17,6 84,6 + 13,0

(4) (4) (4) (4)

Tabla 4.12. EFECTO DE LA ACTIVACION E INHIBICION DE LOS SISTE-
MAS DE DESTOXIFICACION, MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES
SUSTAMCIAS, SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LAS ENZIMAS
PRODUCTORAS DE NADPH DEL TEJIDO ADIPOSO. Las actividades
especificas, medidas como se describe en la seccidn de
Materiales y Métodos, se expresan como nmol de NADPH/mg de
protefnas/min. Los resultados son medias + S.E.M. para el ndmero
de animales indicado entre paréntesis. Los andlisis estadisticos
se basaron en comparaciones realizadas uusanda la t de Student.
j,comparado con valores controles; m,comparado con ratas
tratadas can t-BHP; a,p< 0,05; b,p< 0,025; c,p< 0,0125id,p<0,01;
e,p< 00,0055 f,p< 00,0025 h,p< 00,0005 i,p> 0,05.



Tratamiento NADPH NADP NADPH/NADP

Control 5.50 + 0,46 2,12 + 0,20 2,59 + 0,02
(4) (4) {4)

t -BHP 0,83 + 0,06 2,43 + 0,31 0,34 + 0,01 "
(4) (4) (4)

t-BHP +BCNU 4,86 + 0,45 3,46 + 0,02 1,40 + 0,14
(4) (4) (4) hm

Fenobarb. 5,63 + 0,18 4,72 + 0,16 1,19 + o,08M
(4) (4) (4)

Bezafibrato 2,16 + 0,37 2,08 + 0,29 1,06 + 0,16M
(4) (4) (4

Tabla 4.13. EFECTO DE LA ACTIVACICON E INHIBICION DE L0OS SISTEMAS
DE DESTOXIFICACION, MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES
SUSTANCIAS, SOBRE LA RAZON MADPH/NADP DE TEJIDO ADIPOSO DE RATA.
La concentracidn de NADPH y NADP se determinaron como se indica
en Materiales y Métodos. Los resultados estdn dados en nmoles/ g
de tejido comoc medias ¢+ S.E.M. para el numerc de animales
indicado entre paréntesis. Los andlisis estadisticcos se basaron
en comparaciones realizadas usando la t de Student. j,comparado
ton valores controles; m, comparado con ratas tratadas con
t-BHP; a,p< 0,055 b,p<0,025; c,p<0,0125; d,p< O0,01; e,p<0,005;
£,p<0,0025; h,p< 0,0005 5 i,p> 0,0S.
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Figura 4.20. INMUNOPRECIPITACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDRO-
GEMASA DE TEJIDO ADIPOSO. Una cantidad fija de G&GPDH (50 mU) se
incubd con volimenes crecientes de antisuero como se describe en
Materiales y Métodos. Las actividades enzimdticas se ensayaron
en alfcuotas del sobrenadante obtenido tras la centrifugacion de
los tubos de reaccidn, Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. (A)ratas tratadas con t-BHP, (e@)ratas tratadas con
t-BHP + BCNU, ( *)ratas tratadas con Fenobarbital, (% )ratas
tratadas con Bezafibrato.
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Figura 4.21. INMUNOPRECIPITACION DE 6-FOSFOGLUCONATO DESHIDRO-
GENASA DE TEJIDO ADIPOSO. Una cantidad fija de &6PGDH (S0 mU) se
incubd con volimenes crecientes de antisuero como se describe en
Materiales vy Métodos. Las actividades enzimdticas se ensayaron
en alicuctas del sobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de
los tubos de reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos
individuales. (A)ratas tratadas con t-BHP, (@)ratas tratadas con
t-BHP + BCNU, (% )ratas tratadas con Fenobarbital, ( ¥ )ratas
tratadas con Bezafibrata.
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Figura 4.22. INMUNOPRECIPITACION DE LA ENZIMA MALICA DE TEJIDO
ADIPOSO. Una cantidad fija de EM (350 mU) se incubd con voldmenes
crecientes de antisuero como se describe en Materiales vy
Métodos. Las actividades enzima&ticas se ensayaron en alicuotas
del saobrenadante obtenido tras la centrifugacidn de los tubos de
reaccidn. Cada punto corresponde a 3 experimentos individuales.
(A)ratas tratadas con t-BHP, (@)ratas tratadas con t-BHP + BCNU,
{(¥)ratas tratadas con Fenobarbital, ( X)ratas tratadas con
Bezafibrato.
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Paralelamente a estos efectos y como puede observar-
se en la tabla 4.13, el tBHP caust una disminucién de la
razon NADPH/NADP de aproximadamente 7 veces, disminucidn
que fue prevenida, en gran medida, por la administracidén
conjunta de BCNU + tBHP, pero sin llegar a reestablecer-

se los valores normales.

Ltas +Ffiguras 4.20, 4,21 v 4.22 representan,
respectivamente, las inmunoprecipitaciones de G&PDH,
6PGDH y EM de tejido adiposo bajo estas condiciones.
Como puede verse, las actividades de las enzimas fueron

dependientes de las cantidades presentes de proteinas.

En cuanto al efecto del Fenobarbital sobre estas
enzimas del tejide adiposo, los resultados obtenidos son
muy semejantes a los obtenidos en el higado. Asi, la
actividad de la EM fue significativemente aumentada, sin
cambios paralelos en las actividades de las
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato
(tabla 4.12). El Bezafibrate, en cambia, no afectd a
ninguna de las enzimas estudiadas. En ambos casos, se
produjo una disminucién en la razén NADFH/NADP (tabla 4.

12).

En estas dos dltimas condiciones, las
inmunoprecipitaciones de las enzimas con antisueros
especiticos indicaron gque las cantidades de enzimas
presentes fueron proporcionales a las actividades enzim&-

ticas (figuras 4.20, 4.21 vy 4.22).
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4.9 EFECTO DE LA DIETA POBRE EN PROTEINAS SOBRE LAS ACTI-

VIDADES DE LAS ENZIMAS PRODUCTORAS DE NMNADFH, SOBRE

LOS SISTEMAS DE DESTOXIFICACION Y SOBRE EL

CONTENIDO DE GLUTATION EN HIGADO DE RATA: EFECTO DE

LA SUPLEMENTACION DE LA DIETA POBRE EN PROTEINAS CON

DISTINTOS AMIMOACIDOS SOBRE LA INDUCCION DE LA EM EN
ESTAS CONDICIONES.

En 1la tabla 4.13 estan representadas las
actividades especificas de las enzimas productoras de
NADPH hepaticas de ratas alimentadas con diferentes

dietas. En estos experimentos, comoc ya habia sido

descrito por Frenkel y col. (1.972), se abserva que la
actividad de la EM aumentdo muy marcadamente
faproximadamente 20 veces) cuando las ratas se

alimentaron durante 25 dias con una dieta pobre en
proteinas (dieta PP), en comparacidn <con las ratas
controles, que en este caso recivieron también una dieta
en polvo con un 18% de proteinas. Por el contrario, las
actividades de las otras enzimas productoras de NADPH no
experimentaron cambios apreciables con la deprivacidn de

las proteinas de la dieta.

Los resultados de esta misma tabla indican que esta
inducciétn de 1la EM se previno en parte con la
suplementacidon de la dieta de bajo contenido proteicao
con distintos aminodcidos. Como puede verse, el
aminodcido gque tiene mas influencia sobre la induccidn
de esta enzima fue 1la metionina, ya que la no
administracion de este aminodcido conllevd a una induc-
cion de la EM semejante a la encontrada con la dieta PP
(grupo 7). En ninguno de los casos la induccion de esta

enzima se previna totalmente, ni incluso en el grupo 6,
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Grupo EM G&PDH 6PGDH IDH
1 5,5 + 0,6 19,1 + 1,5 24,9 + 1,6 192,2 + 15,7
(a) (4) (4) (4)
e
2 91,9 + 3,9 21,1 + 1,7’ 26,2 + 2,0 127,7 + 3,5
(4) (4) (4) (4)
. . .
3 45,5 + 8,3 22,0 + 2,0° 23,9 + 3,4  152,7 + 5,9
(a) (4) (4) (4)
a4 44,4 + 3,9 24,0 + 1,7> 30,0 + 2,3’ 157,1 + 4,6°
(4) (a) (4) (4)
h d b i
5 36,4 + 3,0 25,1 % 1,10 32,7 + 2,3 227,9 + 11,6
(4) (4) (4) (4)
f i b i
6 23,3 + 3,6 17,7 + 1,6 32,1 + 2,3 217,2 + 12,7
(4) (4) (4) (4)
; i
7 85,9 + 4,0 26,8 + 4,2 33,9 + 4,8 192,9 + 9,9
(4) (4) (4) (4)
h a i
8 55,6 + 3,2 26,8 + 2,4 29,4 + 1,8 211,3 + 6,6
(4) (a) (4) (4)

Tabla 4.14.EFECTO DE LA DIETA POBRE EN PROTEINAS SOBRE LAS
ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS PRODUCTORAS DE NADPH HE-
PATICAS: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON DISTINTOS AMINOACIDAS.
Las actividades especificas, medidas como se describe en 1la
seccion de Materiales y Métodos, se expresan como nmol de
NADPH/mg de proteinas/min. Grupo 1: ratas contrpoles (18% de
proteinas); grupo 2! ratas alimentadas con dieta PP (0,5% de
proteinas) § grupo 3! ratas alimentadas con dieta PP + cisteinaj;
grupo 4: ratas alimentadas con dieta PP + cistelna, glicina vy
glutdmicoj grupo 5! ratas alimentadas con dieta PP + metionina,
isoleucina, treonina y valina; grupo 6: ratas alimentadas con
dieta PP + aminodcidos esenciales; grupo Z: ratas alimentadas
con dieta PP + todos los aminodcidos esenciales salvo metioninajs
grupao 8iratas alimentadas con dieta PP + metionina Los
resultados son medias + S.E.M. para el nimero de animales
indicadao entre paréntesis. Los andlisis estadisticos se basaron
en comparaciones realizadas con ratas controles usando la t de
Student. a,p< 0,05; b,p< 0,025; c,p< 0,01255d,p<0,01 ,p< 0,005;
f,p< 0,0025; h,p< 0,0005; i,p> 0,05.
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el cual se alimentd con dieta PP mds todos los
aminodcidos esenciales. Tampoco en ninguno de los grupos
estudiados se aprecit® variacidn en las actividades

especificas de las otras enzimas productaoras de NADPH.

Al mismo tiempo, hemos medido también en todos
estos estados nutricionales 1las actividades de 'los
sistemas de destoxificacidn, as{ comoc 1la concentracidn
de glutation total hepAtico. Comao puede apreciarse en la
tabla 4.14, la maxima induccidn de la EM en los grupos 2
({PFP) vy 7 (PP+aa-met) tuvo lugar paralelamente a una
importante disminucidn de la concentracidn de glutation
total y a una induccién de aproximadamente 2 veces de la
GR vy NADPH-citocromo c reductasa. En la tabla 4.15 esta
representada la correlacion entre las actividades
especificas de las enzimas de destoxificacidn y la de la

EM-
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Grupo GR cit. c red. GSH + GSSG6
1 38,4 + 1,6 84,7 + 3,6 2008,0 + 84,8
(4) (a) (4)
h h h
2 78,9 + 3,1 157,2 + 9,9 540,2 + 45,6
(4) (4) (4)
3 47,9 ¢+ 1,8°¢ 118,5 + 12,7° 2217,3 + 95,31
(4) (4) (4)
4 48,8 + 3,6 100,5 + 8,1 2269,3 + 65,1°
(4) (a) (4)
b
5 53,1 + 5,3 109,4 + 8,3 2156,7 + 79,2
(4) (4) (4)
. . .
6 46,9 + 1,2 83,5 + 1,5 2044,3 + 52,6
(a) (4) (4)
£ d h
7 85,6 + 8,2 130,2 + 12,5 347,9 + 29,6
(4) (4) (4)
i £ d
g 40,6 + 2,4 127,3 + 8,3 2398,7 + 68,9
(4) (4) (4)

Tabla 4.15%.EFECTO DE LA DIETA POBRE EN PROTEINAS SOBRE LAS
ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS DE DESTOXIFICACION Y
SOBRE L0OS NIVELES DE GLUTATION TOTAL HEPATICOS: EFECTO DE LA
SUPLEMENTACIOMN COM DISTINTOS AMINOCACIDOS. Las actividades
especificas y el glutation total se determinaron como se
describe en Materiales ¥y Métodos. Las actividades especificas se
expresan como nmoles de sustrato transformado por minuto y por
mg de proteinas. Los resultados de glutation total se expresan
en ug/g de tejido. Grupo 1! ratas controles (18% de proteinas) |
grupo 2! ratas alimentadas con dieta PP (0,5% de proteinas) i
grupo 3: ratas alimentadas con dieta PP + cisteinas grupc 4:
ratas alimentadas con dieta PP + cistefna, glicina y glutamicoj
grupo 5! ratas alimentadas con dieta PP + metionina, isocleucina,
treonina y valinaji g9rupo &: ratas alimentadas con dieta PP +
aminodcidos esenciales; grupo 7! ratas alimentadas con dieta PP
+ todos los aminocdcidos esenciales salvo metioninaj grupo
8:ratas alimentadas con dieta PP + metionina Los resultados Sson
medias + S.E.M. para el nimero de animales indicado entre
paréntesis. l.Los andlisis estadisticos se basaron en
comparaciones realizadas con ratas controles usando la t de
Student. a,p< 0,055 b,p< 0,025; c,pl 0,0125;d,p<0,01 ,p< 0,005;
f,p< 0,00255 h,p< 0,0005;5 i,p> 0,05.
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FIGURA 4.23. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
ENZIMA MALICA Y LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS ENZIMAS DE
DESTOXIFICACIOMN EMCOMTRADA EMN RATAS ALIMENTADAS COM DIETAS DE
BAJO CONTEMIDO PROTEICO SUPLEMEMNTADAS COMN DIFERENTES AMINOACIDOS
En los ejes de akcisas y ordenadas se representan respectivamen-
te las actividades especificas de la enzima malica y la suma de
las actividades especificas de GR y NADPH citocromo ¢ reductasa.
Las numeros indican los grupos de ratas listados en las tablas
4.13 ¥y 4.14, r= 0,969.



S. DISCUSION



-110-

Como va se ha mencionado previamente, en este
trabajo se intenta elucidar la posible implicacidn del
requerimiento de NADPH en la regulacién a largo plazo de

las enzimas productoras de NADPH.

Desde un punto de vista general, se conoce que
ciertos cambios en el metabolismo dan lugar a la
induccidn de determinadas proteinas como consecuencia de
la actuacién de wuna sefal metabdlica especifica.
Actualmente, se ccnocen muy pocas de estas serales que
sean la causa primaria de la induccién de wuna proteina
en seres superiores. Algunas hormonas, camo los

glucocorticoides, son las Unicas causas que hasta hoy se

han descrito como inductores especificos de proteinas.

En el caso de las enzimas productoras de NADPH
{glucosa-é6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa ¥y enzima m&lica), la inducibilidad por
una serie de estimulos nutricionales y hormonales se
conoce desde 1.940 (Fitch y Chaikoff, 1.9460), y si bien
existe una extensa bibliografia acsrca de los mecanismos
gue regulan a largo plazo las actividades de estas
enzimas, los factores implicados en esta induccidn

permanecen aun sin identificar,

Sin embargo, teniendo en cuenta, primero, la
correlacién existente entre la actividades de estas
enzimas vy la actividad de determinados procesos
consumidores de MADPH (Goodridge,1.975; Collins y Korn,
1.980; Collins v Korn, 1.981; Mackall y col., 1.9763
Rognstad v Katz, 1.979; Miksicek vy Towle; 1.982) vy,
segundo, los estudios sobre la regulaci6n a corto plazo

de estas enzimas par la razén NADPH/MNADP (Fabregat vy
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col., 1.985; Fabregat y col., 1.986), sugerimos que a
largo plazo las actividades de G&PDH, 6PGDH y EM podrian
estar requladas a través de un mecanismo Qgue implicase
cambios en el requerimiento de NADPH. De esta forma, un
aumento o disminucidn durante suficiente tiempo en el
requerimientu de MADPH produciria, respectivamente, un
aumento o disminucidn en las cantidades de las enzimas
G6PDH, 6PGDH y EM, independientemente de la identidad de

la via consumidora de NADPH.

El aberdaje experimental de esta hipdtesis se ha
realizado mediante el estudio sistemdtico del efecto de
las variaciones en el flujo a través de diferentes vias
consumidoras sobre las actividades especificas y las
cantidades de estas enzimas, midiendo al mismo tiempo
los valores de la razdn NADPH/NADF en todas estas
condiciones, valores estos 4ltimos que se presentan como
una medida del consumo de NADPH. Asi, hemos estudiado,
primeramente, el efecto sobre 1los niveles de estas
enzimas del aumento del consumo de MADPH y, en segundo
lugar, el efecto de la inhibicitn de la via consumidora

de MNADPH.

En una etapa inicial, el aumento en el reqguerimien-
to de NADPH se llevd a cabo mediante 1la activacidn de
dos vias consumidoras de NADPH, como soh la sintesis de
dcidos grasos y determinadas reacciones de destoxifica-
cién catalizadas por enzimas que requieren NADPH como
cofactor: glutation reductasa y NADPH- citocromo P-450
reductasa. A continuacidn, se determind el efecto de la
inhibicidn de estas vias consumidoras mediante el uso de
inhibidores especificos: Bezafibrato, un inhibidor de la
sintesis de acidos grasos, y BCNU, un inhibidor de la

9lutation reductasa.
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S.1 EFECTC SOBRE LAS EMZIMAS PRODUCTORAS DE NADPH DEL

AUMENTO QO DISMINUCION EMN EL REGUERIMIENTO DE NADPH

PROVOCADQ PCOR LA ACTIVACION E INHIBICIOM DE LA

SINTESIS DE _ACIDOS GRASOS.

Ls sintesis de Acidos grasos es una de las vias
consumidoras de NADPH, inducible por diferentes
condiciones metabdlicas, tales como el ayuno-
realimentacién con una dieta rica en hidratos de carbono
o el tratamiento con insulina (Young vy col., 1.964;
Timmers y Knittle, 1.980; Alexander y col., 1.982). Como
puede verse en la tabla 4.4, esta induccién se produjo
tantoc en el higado como en el tejido adiposo, y fue
bastante marcada. Al mismo tiempo, en el higado se
encontr® una gran correlacitn entre las actividades de
las enzimas productoras de NADPH y 1la velocidad de
sintesis de los &cidos grasos. En este tejido y en estas
condiciones, como ya habia sido descrito anteriormente
(Tepperman y Tepperman, 1.943; Rudak y col., 1.971),
observamos un aumento en las actividades especificas de
estas tres enzimas, gue se correspondieron con aumentaos
en las cantidades presentes de proteinas enzimadticas
(figuras 4.11a, 4.12a v 4.13a). Este efecto hormonal vy
nutricional fue paralelo a una disminucidn en el wvalor
de la razdn NADPH/NADP (tabla 4.6),debido al aumento en
el consumo de NADPH. Estos resultados estdn de acuerdo
con nuestra hipédtesis ya que, bajo estos estimulos, al
incrementarse el regquerimiento de NADPH se produjo un
aumento en las cantidades de G6PDH, 6PGDH y EM. Nuestra
sugerencia est& apoyada también por el efecto del
Bezafibrato sobre estas enzimas Yy sobre la razon

NADFH/NADFP.
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El Bezafibratoc es un farmaco usado en el
tratamientec de los desérdenes del metabolismo lipidico,
cuya accidn sobre las vias biosintéticas de los lipidos
no estd muy bien establecida. En la tabla 4.4 se
encuentran los resultados del efecto del Bezafibrato

sobre la velocidad de sintesis de los acidos 4grasos en

higado vy tejido adiposo. Como puede verse, el
Bezafibrato previno totalmente 1a induccién de ila
sintesis de Acidaos grasos provocada por el
avung-realimentacidn o por la administracion de

insulina.

Este efecto del Bezafibrato sobre la incorporacidn
de agua tritiada en los A&cidos grasos, fue debido
fundamentalmente a una inhibicién de la sintesis mas que
a un aumento del catabolismo lipidice ya que: 1) EI
tratamiento con Bezafibrato durante 3 dias no produce
una gran induccion del sistema de p-oxidacidn peroxisomal
(Harrison, 1.984). 2) La p-oxidacién peroxisomal esta
principalmente implicada en el acortamiento de los
adcidos grasos de cadena larga, que son pobres sustratos
para las mitocondrias (Christiansen, 1.978; Christiansen
y col., 1.979; Osmundsen y col., 1.980). 3) La oxidacidn
de los acidos grasos por las mitocondrias esta reducida
en condiciones lipogénicas: ayuno-realimentacidn Y
tratamiento con insulina (McGarry y Foster, 1.980). 4)
En estas condiciones, el Bezafibrato podria producir una
variacién en la proporcidn A&cidos grasos de cadena
larga/acidos 4grasas de cadena corta, pero ésto no
cambiaria la medida de 1a velocidad de sintesis de
dcidos grasos usando agua tritiada, vya gque todos los
adcidos grasos son extraidos. 5) El Bezafibrato inhibe la

sintesics de los &cidos grasos cuando se adiciona al
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medig de incubacién de hepatocitos, adipocitos y acinis

(Villanueva, 1.986).

Los resultados indican que el Bezafibrato previno
al mismo tiempo el aumenta del consumo de NADPH
provocado por la activaciédn de la biosintesis de los
dcidos grasos (tabla 4.6) y 1a induccién de las dos
deshidrogenasas del cicloc de las pentosas fosfato (tabla
4.8}, lo cual estd muy de acuerdo con nuestra hipdtesis,
va gue al no ecstar aumentado el! consumo de NADPH no se
produce el aumento en la sintesis de estas enzimas
(figuras 4.1ib v 4.12b) vy, por tantc, de sus actividades

especificas.

El comportamiento de 1a EM hepdtica en ratas
avunadas-real imentadas vy tratadas con Bezafibrato y en
ratas tratadas conjuntamente con insulina y Bezatibrato
fue totalmente diferente. Asi, la administracidn de
Bezafibratoc aumentd la sintesis de esta enzima en ratas
ayunadas-realimentadas (tabla 4.13b) y no afectd la ac-
cidn inductora de la insulina sobre esta enzima. Este
resultado, gque serd& discutido mads adelante, podria ser
debido a la existencia de distintos depositos de NADPH,
de forma gue el NADPH usado como sustrato en la
biosintesis de los Acidos grasos pudiera ser algo

distinto al usado para los mecanismos de destoxificacidn.

La actividad de la isocitrato deshidrogenasa-NADP
no parece estar regulada a largo plazo por los
regquerimientos de NADPH. Esta enzima, que presenta un
pertil de desarrollo totalmente diferente al de las
otras enzimas estudiadas (Andrés y col., 1.980), no

sufre variacitn alguna en su actividad ante los cambios
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en la dieta gue afectan a la lipogénesis (Veech vy col.,
1.969), lo que hace suponer que para. esta enzima no
existe la regulacidn a largo plazo que conlleva un

aumento en la cantidad de enzima.

GQue el efecta del Bezafibrato pudiera ser debido a
la inhibiciétn de 1la sintesis de proteinas se puede
descartar, teniendo en cuenta el efecto de este farmaco
sobre la enzima NADPH-citocromo ¢ reductasa de ratas
bajo condicianes lipogénicas, enzima a la gue induce conh
respecto a ratas ayuhadas-realimentadas, en las cuales
va estaba aumentada en comparacidn con los controles.
(seccién 4.35) Estos resultados podrian ser debidos a la
posible implicacién de esta enzima en el metabolismo del
Bezaftibrato, va gue la MADPH-citocromo ¢ reductasa es
una enzima inducible por diferentes compuestos

xenobidticos (Conney, 1.967).

El comportamiento del tejido adiposo es al mismo
tiempo diferente en relacidn al higado. Asi, el
ayuno-realimentacidén sdélo produjo un aumento en la
sintesis de &4PGDH {(figura 4.15a) y, por tanto, de su
actividad especifica (tabla 4.7). Esto podria ser debido
a gue la principal funcidn de este tejido es la sintesis
de acidos grasos, lo cual pudiera ser la razdén de que
los procesos de diferenciaciédn produzcan mayor actividad
enzimadtica de las enzimas que intervienen en la sintesis
de los Acidos grasos y de las enzimas productoras de
NADPH, a +fin de 1llevar a cabo este proceso en
condiciones d&ptimas, siempre que el sustrato esté
disponible, sin necesidad de una mayor induccidn por la
dieta. Como se puede observar en la tabla 4.5, en higado

la actividad de 6PGDH es similar a la de G4PDH, mientras
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gue en tejido adiposo la actividad de G6FPDH es

aproximadamente S5 veces mayor gue la de 6PGDH. Esta
diferencia sugiere que, al ser la 6PGDH 1la etapa
limitante (5Sapag-Hagar ¥y col., 1.973), su incremento

representaria el aumento de todo el proceso, como acurre

en ratas ayunadas-realimentadas.

En estas condiciones, se produjo también un
descenso en la razén NADPH/NADP (tabla 4.8) Y por
tanto, un aumentc en el reguerimiento de MADPH, lo cual
podria ser responsable de la induccién de esta enzima,
segln nuestra hipotesis, que se apoya también en el
efecto observado cuando a las ratas ayunadas-
realimentadas se les administré Bezafibrato. En efecto,
comt puede observarse en la tabla 4.8, este compuesto al
prevenir el aumentoc en el reguerimiento de NADPH evitd
también el aumento en la sintesis de &FGDH (figura

4.13b}.

El efecto de 1l1a insulina sobre las enzimas
productoras de NADPH del tejido adiposoc es similar al
encontrado en higado, en lo que se refiere tanto a la
induccidn de las enzimas G&PDH, &6FPGDH y EM como a la

disminucidn de la razdédn MNMADPH/NADP (tablas 4.7 y 4.8).

La administracién conjunta de Bezafibrato e
insulina, en cambio, no previno los aumentos en las
actividades de las enzimas y, como puede observarse en
la tabla 4.8, 1a razéon NADPH/NADP no varié con respecto
al valor encontrade en ratas tratadas solamente con
insulina., Una vez mds, este resultade indica wna gran
carrelacidn entre los niveles de estas enzimas vy el

requerimiento de MADPH, v est& de acuerdo con nuestra
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hipdtesis, vya gque al no producirse la eliminacidn de 1la
seral propuesta por nosotros, que es el reguerimiento de

NADPH, las enzimas permanecen inducidas.

5.2 EFECTO DE LA ACTIVACION E INHIBICION DE LOS SISTEMAS
DE DESTOXIFICACION GQUE CONSUMEN NADPH SOBRE LAS ENZI-
MAS PRODUCTORAS DE NADPH.

Otras condiciones usadas en nuestros experimentos
han sido las producidas por la administracidn de
compuestos xenobibticos {(t-butil hidroperdxido,
Fenobarbital y Bezafibrato), que son metabolizados a
través de procesos de destoxificacidn catalizados por
enzimas que requieren NADPH (g9lutation reductasa v
NADPH-citocromo P-450 reductasa), y la producida por 1la
administracién de BCNU, un inhibidor de la GR (Frischer

y Ahmad, 1.277) en conjuncién con t-BHP.

Cuando el t-BHP se les administrd a las ratas hubo
un incremento en las actividades especificas de las
enzimas de destoxificacién GR vy NADPH-citocromo c
reductasa (tabla 4.%9), produciéndose de esta forma un
aumento en el requerimiento de NADPH (tablas 4.11 v
4.13) . El efecto sobre la GR es debido a que el t-BHP
es metabolizado a través de 1la oxidacion de GSH
(Lotscher y col., 1.979). Estos resultados fueron mas
significativos en higado, debido presumiblemente a su

mayor capacidad de destoxificacibn.

Al mismo tiempo, el tBHP provoct el aumento de las
actividades especificas de las enzimas G&6PDH, 6PGDH vy EM

en ambos tejidos (tablas 4.10 vy 4.12), aumento que se
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correspondid en todos 1los casos con 1os  incrementos
respectivos en la sintesis de estas enzimas (figuras
4,17, 4.18 , 4.19, 4.20, 4.21 y 4.22). Alternativamente,
no se puede descartar rigqurosamente una proteccion
frente a la degradacibn de estas enzimas por estos
compuestas. Todos estos resultados apoyan también
nuestra hipbtesis de la implicacién del requerimiento de
NADPH en la inducciétn de las enzimas productoras de

NADPH.

El efecto del BCNU también estd de acuerdo con
nuestra hipbdtesis. La administracidn de este compuesto
al mismo tiempo que el t-BHP previno el aumento del
requerimiento de NADPH que tiene lugar cuando so6lo se
administra tBHP (ésto es debido a la inhibicidn de 1a
glutation reductasa (tabla 4.9) ) en ambos tejidos
(tablas 4.11 vy 4.13). Cuando ambos compuestos se
administraron conjuntamente, se previnieron los aumentos
en las cantidades vy actividades de las enzimas
estudiadas, probablemente debido a una disminucidn en el
consumo de NADPH causada por el BCNU. El mayor efecto
encontrado en el tejido adiposo podria ser también
debido a la fuerte inhibiciétn por el BCNU de las enzimas

consumidoras de NADPH.

E1 BCNU podria tener otro importante efecto, puesto
que el incremento de GSSG bajo estas condiciocnes podria
producir la inhibicidin de 1la sintesis de protetinas
{Ochoa y Haro, 1.979). Para establecer que este efecto
no fue responsable de los resultados encontrados, hemos
medido el efecto de BCNU sobre 1la EM de ratas
ayunhadas-realimentadas. En esta situacicdn, se produce un

aumento en la actividad de esta enzima y el BCNU no
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afecta la via consumidora de NADPH (sintesis de Jdcidos

grasos). En este caso, el BCNU no previno la induccian
de la enzima malica (control: 8,9 * 0,4 (4); ratas
ayunadas-realimentadas: 22,1 + 4,6 (4); ratas ayunadas-

realimentadas + BCNU: 20,2 + 3,2 (4). Resultados expre-
sados en nmoles de NADPH/min/mg de proteinas. Entre

paréntesis se indica el ndmero de animales)

5.3 POSIBLE PARTICIPACION DE LA ENZIMA MALICA EN LOS

PROCESOS DE DESTOXIFICACION.

Otra situacitn metabdlica que también produce una
fuerte induccién de la EM es 1la alimentacidn con una
dieta de bajo contenido proteico, observacibn descrita
previamente por Frenkel y col. (1.972), Esta condicion
se diferencia de todas las demas estudiadas con
anterioridad, las cuales eran fundamentalmente
condiciones lipogénicas (Mackal vy col., 1.9763 Kuri-
Harcuch vy Green, 1.9773 Rognstad vy Katz, 1.979) o
inducciones producidas por hormonas (Drake vy col.,
1.9835 Towle vy col., 1.9803 Magnuson y Nikodem, 1.983).
El descubrimiento de este aumento de la actividad de la
EM durante la adaptacitdn a una dieta pobre en proteinas,
sin cambios paralelos de otras enzimas = productoras de
NADPH (G6PDH v &PGDH) ni de las enzimas lipogénicas,
hizo pensar en la posibilidad de que otras funciones
pudieran estar relacionadas con la actividad de esta
enzima, a parte de la produccitn de NADPH para la

sintesis de Acidos grasos.

El estudio de esta induccidn ha sido efectuado

principalmente por Frenkel v col. (1.972), quienes han
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demostrado que en estas condiciones el aumento de la
actividad especifica de esta enzima es debido a un
aumento en la sintesis, sin cambios apreciables en 1la
degradaciédn (Stark vy Frenkel, 1.978), 1lo cual es
semejante a los mecanismos de induccitn de las demas
enzimas productoras de NADPH en determinadas condiciones
{(Sun vy Holten, 1.978; Miksicek y Towle, 1.9825 Drake vy
col., 1.983).

En relacidrn a la posible funcidn de la EM durante
la adaptacién a la dieta pobre en proteinas, ha sido
propuesto por Frenkel (1.975) que la induccion de la EM
estd condicionada por la disminucion de glutation
necesario para el sistema de transporte de aminoacidos
por el ciclo de Meister (Meister, 1.973). Nosotros hemos
realizado el estudio de esta induccidn, suplementando la
dieta con distintos aminodcidos con el fin de delimitar
la influencia relativa de cada uno de ellos. De nhuestros
resultados podemos indicar lo siguiente! a) Rue, como ha
sido descrito previamente, los cambios en 1la dieta ya
pueden producir una modificacidn en las actividades de
las enzimas. Esto se ve claramente al comparar los
animales controles, alimentados con una dieta estandar
en polvo, con los alimentados con la dieta pobre en
proteinas suplementada con todos los aminoacidos
esenciales en los que, como se puede apreciar en la
tabla 4.13, la actividad de 1a EM permanece adn
aumentada. Este aumento podria ser debido exclusivamente
a la composicién de la dieta, lo que estaria de acuerdo
con el hecho de que a veces cambios en las marcas de las
dietas causan variaciones en las actividades
enzimidticas. b) Como era de esperar, el aminodcido Qque

tiene la maxima influencia en la induccidn de la EM es
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la metionina, vya que la no administracién de este
amino&cido conlleva a una induccién de la EM semejante a
la encontrada con la dieta de bajo contenido proteico
(tabla 4.13). Sin embargo, la administracion de
metionina sin todos los dem&s aminodcidos esenciales no
s6lo ho previene la induccidn de la EM, sino que ademas
la actividad de esta enzima en este grupo es
aproximadamente el doble de la encontrada en el grupo 6
{(PP+met+aa), lo que sugiere 1la posible influencia de

aminodcidos distintos a la metionina o cistelna.

Como puede apreciarse en la tabla 4.14, parece, al
menos en parte, que en la induccién de la EM pudiera
estar implicada la disminucién de glutation producida
por la dieta pobre en proteinas. Sin embargo, no creemos
que la posible relacitn entre la EM y la disminucion de
glutation pueda estar en el mecanismo de transporte de
aminodcidos por el ciclo de Meister, como sugirid
Frenkel (1.975), ya que en este mecanismo no se produce
un consumo de NADPH. Ahora bien, si tenemos en cuenta
las enormes implicaciones que el glutation tiene en los
mecanismos de destoxificacién (Lotscher y col., 1.979) v
en los procesos de oxidacién celulares, podriamos pensar
que la induccién de esta enzima en estas condiciones
seria debida a que, como consecuencia de la disminucidn
de glutation, se produce la activaciébn de otros
mecanismos de destaxificaciébn gque consumen NADPH, y este
aumento del requerimiento de NADPH seria, segin nuestra

hipbtesis, la causa de la induccidn.

Nosotros hemos estudiado en estas condiciones las
actividades de las enzimas de destoxificacidn GR vy

NADPH-citocromo c reductasa. Coma puede apreciarse en
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las tablas 4.13 v 4.14, en las ratas alimentadas can una
dieta de bajo contenido proteica y en ausencia de
metionina se produce un gran aumento en las actividades
de estas enzimas, lo que conlleva 1logicamente a un
aumento en el consumo de NADPH. En la tabla 4.14 puede
observarse también gQue en aquellos grupos en los que el
aumento de la actividad de la enzima malica es mayor

(grupos 2 y 7) se produce una disminuciétn en la

concentracion de glutation, asi como una fuerte
induccién de GR v NADPH-citocromo ¢ reductasa. Este
aumentao en las actividades de las enzimas de

destoxificacidn podria ser debido al hecho de que una
dieta deficiente hace al animal mas suceptible a los

agentes tdxicos procedentes de su normal metabolismo.

El aumento de la actividad de la GR es un tanto
sorprendente, teniendo en cuenta que la concentracicn de
uno de sus sustratos estd disminuido. Esta induccidn
podria ser debida a la necesidad de producir un aumento
en la eficiencia de la actuacion enzimdtica, disminuida

por falta de glutation.

Otras situaciones experimentales estudiadas en las
Que se produce un incremento en la actividad y cantidad
de la EM hepdtica, que no es acompanado por cambios eéen
la actividad de otras enzimas lipogénicas, son el
tratamiento con Fenobarbital y Bezafibrato (tablas 4.10
Yy 4.12), compuestos que inducen la NADPH-citocromo c
reductasa (tabla 4.9). Estas situaciones tienen en comin
con la producida por la deprivacion de las protefinas en
la dieta que el aumento en los niveles de EM se
acompanaron tanto por cambios paralelos en las

actividades de las enzimas de destoxificacidn {tabla



-123-

4.9) como por la disminucién de glutation (glutation en
ratas tratadas con Bezafibrato :1.54%9,7 + 51,9 § en

ratas tratadas con Fenobarbital: 1.411 + 97,6, Valores

en pg de glutation/g de tejido. Namero de animales=6).
En estos casos 1la disminucitn de 1los niveles de
glutation fue menor gque con la dieta pobre en proteinas,
probablemente debido al menor tiempo de tratamiento. Una
posible explicacién del aumento de 1a actividad de GR en
estas ratas podria ser la implicacidn de la glutation
peroxidasa citosalica en el métabolismo del perdxido de
hidrogeno formado por el sistema citocromo P-450

monooxigenasa (Sies y caol., 1.972.

En el tejido adiposo los resultados son similares
pero muy poco marcados y no significativos, salvo en el
caso del aumento de la EM en ratas tratadas con Fenobar-

bital.

En estas condiciones, vy de acuerdo con nuestra
hipbtesis, el aumento en el requerimiento de NADPH para
los sistemas de destoxificacidn (tablas 4.11 vy 4.13)

podria ser la causa de la induccidén de la EM.

Teniendo en cuenta estos resultados, que sugieren
la existencia de una gran correlacitdn entre la EM vy las
enzimas de destoxificacion (figura 4.23), podemos
afirmar que la EM podria desempedar un papel importante

en los procesos de destoxificacidn.

Como puede apreciarse a lo largo de este trabajo,
parece haber una relacidn directa entre las necesidades
de NADPH y su produccitn, ya que en cada caso unh aumento

o disminucién en el consumo de NADFPH, en respuesta a
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diferentes estimulos, fue acomparado por un incremento o
disminucidn paralelos en las cantidades de las enzimas
productoras de NADPH, con la 4nica excepcicdn de la IDH,
enzima que parece ser constitutiva, para la cual se ha
descrito con anterioridad que no se modifica su
actividad en forma de cantidad de enzima en ninguna de
las condiciones estudiadas (Veech vy col., 1.969; Andrés
y col., 1.980) Esto no excluye el gque esta enzima pueda
estar regqulada a cortoc plazo por cambios en la actividad

de la enzima preexistente.

Otro hecho importante a tener en cuenta es que, si
bien las dos deshidrogenasas del cicloc de las pentosas
fosfato v la EM estdn relacionadas por sus
requerimientos de NADPH vy su capacidad para generar
NADPH como un producto comun de sus acciones
cataliticas para 1la sintesis de 4&cidos grasos, es
necesario admitir algin tipo de compartimentacién por la
que el NADPH usado como sustrato para la biosintesis de
acidos grasos es algo diferente al wusado en los
mecanismos de destoxificacién, de forma que el descenso
en los niveles de NADPH causado por la activacién de las
reacciones de destoxificacidn es solamente reconocido
por la EM, la cual es inducida para mantener la razén
NADPH/NADP en el citasol, necesaria para la o6ptima
actividad del sistema citocromo P-450 monooxigenasa.
Esto permitiria justificar las diferencias encontradas
entre esta enzima y las deshidrogenasas del ciclo de las

pentosas fosfato.

Basados en todas estas observaciones, nosotros
proponemos gque el reguerimiento de NADPH podria ser un

factor implicado en la induccién de las enzimas
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productoras de NADPH. Este mecanismo de control permiti-
ria que las enzimas productoras de NADPH estuviesen
requladas, tanto a corto como a largo plazo, por los
requerimientos de NADPH, independientemente de la
identidad de 1la reaccibn consumidora gque haya sido
activada. Es, por tanto, un mecanismo que atenderia
completamente a las necesidades de NADPH, sin la
necesidad de otro tipo de sefal. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que las reacciones consumidoras de NADPH
se encuentran, como es ldgico, bajo el control de una

sernal individual para cada una de ellas.



&. CONCLUSIONES
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Las condiciones metabélicas que aumentan la
capacidad lipogénica de las ratas, tales como el
ayunho-realimentacitn o la administracidn de insulina,
producen la disminuciéon de la razdn NADPH/NADP vy el
aumento tanto de las actividades especificas como de
las cantidades de las enzimas productoras de NADPH

hepaticas (EM, G&6PDH y 6PGDH).

La inhibicién de la sintesis de los &cidos grasos
por el Bezafibrato impide la disminucitn de la razdn
NADPH/MADP v la induccién de las deshidrogenasas del
ciclo de las pentosas fosfato hepaticas producidas
por el ayuno-realimentacién o por la administracidn

de insulina.

En el tejido adiposo el ayuno-realimentacidn y la
administracion de insulina produjeron una disminucion
de la razétn NADPH/NADP. En este tejido, el ayuno-
realimentacién sé6lo produjo un incremento en la
actividad y cantidad de la é-fosfogluconato deshidro-
genasa, mientras que la administracion de insulina

causd la induccién de las tres enzimas estudiadas.

En el tejido adiposo, el Bezafibrato, a las dosis
administradas, previno en su totalidad la activacidn
de la sintesis de los &cidos grasos causada por la
dieta o por la insulina, s6lo inhibid la induccidn de
la 6PGDH, producida por el ayuno-realimentacidn, y no
produjo variacion considerable sobre la induccidn de
G6PDH, 4PGDH y EM. En este tejido, el Bezafibrato
s6lo previno el descenso de la razén NADPH/NADP en
ratas ayunadas-realimentadas ¥y no en ratas tratadas

con insulina.
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La administracidn de t-butil hidroperdxido, cuyo
metabolismo es mediado por el sistema glutation
pertxidasa-glutation reductasa, produjo un incremento
significativo de las actividades especificas y de las
cantidades, tanto de las deshidrogenasas del ciclo de
las pentosas fosfato como de la enzima malica, de
higado y de tejido adiposo. Estos aumentos fueron
acompafados por un descenso de la razén NADPH/NADP en

estos tejidos.

La administracidn de BCNU, wun 1inhibidor de la
glutation reductasa, suprimid la induccidn de las
enzimas productoras de NADPH, producida por el tBHP,
en higado vy tejido adiposo, efecto gque fue acomparado
por un incremento en 1la razédn NMNMADPH/NADP, con
respecto al valor encontrado en ratas tratadas exclu-
sivamente con tBHP, pero sin llegar a alcanzar los

resultados observados en ratas controles.

La administracién de Fenocbarbital y Bezafibrato,
compuestos que inducen a la NADPH-citocromo © reduc-
tasa, causd un aumento en la actividad y cantidad de
la EM hepatica, sin cambios paralelos en las
actividades y cantidades de las enzimas del ciclo de
las pentosas fosfato, efecto que fue acompanado por
una disminucién tanto de la razén NADPH/NADP como de
los niveles de glutation. Cambios parecidos, pero

menos marcados, se observaron en el tejido adiposo.

La suplementacién de la dieta de bajo contenido
proteico con distintos aminodcidos reveld que la

metionina es el aminocacido con més influencia sobre
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la induccitn de la EM, que tiene lugar con la dieta

pobre en proteinas.

En la induccién de la EM, en respuesta a la
deprivaciéon de proteinas en la dieta, podria estar
implicado 1la disminucién de glutation en estas
condiciones, a consecuencia de lo cual se produce la
activacidn de los mecanismos de destoxificacion que

consumen NADFPH.

La buena correlacidn entre la EM y las enzimas de
destoxificacién, nos permite afirmar que esta enzima
podria desempefar un papel importante en los procesos

de destoxificacion.

Nuestros resultados nos permiten suponer la
existencia de algin tipo de compartimentacidn, por el
que el NADPH usado como sustrato para la biosintesis
de los a&cidos grasos es algo diferente al usado en
los mecanismos de destoxificaciéon, de forma que el
descenso en laos niveles de NADPH causado por la
activacidn de las reacciones de destoxificacidn es

solamente reconocido por la EM.

La isocitrato deshidrogenasa-NADFP parece no estar
regulada a largo plazo por cambios en la cantidad de
proteina enzimatica, lo que no excluye la posibilidad
de que esté regulada por cambios en la actividad de

la enzima preexistente

Basados en nuestras observaciones, proponemos Qque el
requerimiento de NADPH podria ser un factor implicado

en la induccién de las enzima productoras de NADPH.
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