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ABREVIATURAS UTILIZADAS.

ADP Adenosin difosfato
ACA Acido oxaloacético
Asp Aspartato
ATP Adenosin trifosfato
o< -CG Alfa-cetoglutarato
Ci Curie
cpm Cuentas por minuto
D.O. Densidad Sptica
GDP GuanosIn difosfato
Glu . Glutamato
GTP Guanosin trifosfato
LAC 7 Lactato
MAL Malato
MDH Malato deshidrogenasa
MDHc Malato deshidrogenasa citosdlica
MDHm . Malato deshidrogensas mitocondrial
NAD* Nicotfn adenIn dinucledtico oxidado
NADH Nicotin adenin dinucledtico reducido
NADP+ Nicotfn adenfn dinucleStido fosfato
oxidado.
NADPH NicotIn adenIn  dinucleStido fosfato
reducido.
PEP Fosfoenol-piruvato
Pi F8sforo inorgénico
Pir Piruvato
TGO Transaminasa glut@mico oxaloacé&tica



INTRODUCCION.

Desde 1968(1), Chagoya de Sanchez, et.al. han llevado a cabo
estudios sobre el efecto que tiene la administracidn }n vivo de
adenosina sobre el metabolismo hepidtico. De estos estudios se
ha desprendido que el uso del nucledsido puede ser una excelente
arma farmacoldgica para el estudio de 1la regulacidn del
metabolismo intermediario del tejido hepdtico.

Los efectos que promueve la adenosina en ratas sometidas a
un estado en ayuno moderado, han indicado que 1los procesos
biosInteticos del higado son favorecidos como ocurre—en el patrdn
metabdlico de un animal que se encuentra en condiciones de
alimentacidn adecuada. Como ejemplo de estos efectos se puede
citar el incremento en la actividad de la glucdgeno sintetasa y
la velocidad de recambio del glucdgemo, 1la inhibicién de 1la
activacidn y subsecuente oxidacidn de los dcidos grasos 1libres
as{ como la disminucién de la lipogénesis. En estudios mis
recientes se ha demostrado que el tratamiento con el nucledsido
favorece 1a utilizacién de etanol por el hIgado, efecto que
parece estar relacionado con una participacidn directa de la
lanzadera mitocondrial del malato-aspartato , sugiriendo fuerte-
mente que existen efectos de la adenosina sobre 1la actividad
mitocondrial.

Dos vifas que se consideran netamente hepidticas, como son la
gluconeogénesis y la wureogénesis, comparte varios puntos en

comiin: sustratos, coenzimas y efectores, y muy importantemente,



la localizacidn subcelular de los pasos enzimdticos de estas vias
metabdlicas intra y extramitocondriales.

En el presente trabajo de tesis se estudiaron estas dos vias
metabdlicas y el posible efecto que sobre &€stas puedan tener las
modificaciones de la adenosina en la funcién mitocondrial.
Incluyendo que &€sta funcidn pueda estar inhibida o favorecida por
la accldén del nucledsido y que induzca un cambio en los procesos
biosintéticos del hepatocito.

Con el fin de lograr una comprensién mAs correcta del
problema que se pretendid abordar, 1la introduccidn se divide en:
a) caracterIstfcas de adenosina, b) factores regulatorios de
gluconeogénesis y ureogénesis y c) la interrelacidn entre &stas

vias metabSlicas.




ANTECEDENTES GENERALES.
ADENOSINA.

La 6-amino-9-D-ribofuranosil~9-H purina, tambi&én conocida
como adenosina, es un nucledsido formado de adenina y ribosa.

Este nucledsido juega un importante papel al ser molécula
precursora de nucledtidos como el AMP, ADP y ATP, indispensables
en el metabolismo energético y en la constitucidén de coenzimas ¥
material gen&tico (2).

La adenosina es transportada a las c&lulas por difusién
facilitada. Puede ser sintetizada por las cé&lulas a partir de la
desfosforilacion de AMP catalizada por fosfatasas o una
5'-nucleotidasa especffica, o tambi&n de 1la degradacién de
S—adenosilhomocistefna por la S-adenosilhomocistin hidrolasa.

Se sabe que ciertos tejidos como miocardio y“t:ejido adiposo
son capaces de liberar adenosina.

Se ha reportado varias acciones bioldgicas de los compuestos
de purina, siendo las mids comunes las del ATP y la adenosina. En

este caso, 8solo se mencionarfin las acciones y efectos causados

por la adenosina:
ACCIONES MULTIPLES.

1. Efectos neuronales. La adenosina y el ATP tienen

efectos depresores en el sistema nervioso periférico(3).



2. Efectos cardiovasculares. En condiclones de hipoxia el
corazdén muestra una reduccidn en 1la resistencia vascular
coronaria asociada con un incremento en la 1liberacidn de

adenosina (4).

3. Efectos sobre acciones hormonales. La adenosina
estimula la esteroidogenésis, en 1las gldndulas adrenales y
células de Leyding, asf como la secrecidn de glucagén (5) y
hormona de crecimiento (4); por el contrario, el nucledsido

inhibe 1la liberacifn de insulina bajo estfmulo de glucosa (5,6).

4o Efectos citotdxicos y de inmunosupresién. Los efectos
citotoxicos de la adenosina se pueden asignar principalmente a
la inhibicidén de 1la sIntesis de pirimidinas. También se ha
observado que 1la adenosina posee acciones que dificultan o

impiden la respuesta inmune(7).

TRABAJOS PREVIOS.

Algunas de las acciones bioquimicas de la adenosina, en el
metabolismo hepético y del tejido adiposo que han servido de
antecedentes a &ste trabajo son las sigulentes:

a. El aumento de 40X de la poza de ATP, y consecuente
elevaci8n de la carga energética de 1la cé&lula hepdtica (8, 9).

El aumento de carga energética en hfgado in vivo, se ha

confirmado in vitro en hfgado perfundido, en rebanadas de hfgado



y en hepatocitos aislados(8).

b. Aumento de 8 veces 1la actividad de 1la glucégeno
sintetasa de higado de rata, considerada como el punto de mayor
importancia en la biosIntesis de glucdgeno. Esta elevacidn no
estd mediada por insulina, pues en las ratas diab&ticas se
observa un incremento de 5 veces la actividad de la forma activa
de la enzima glucBgeno sintetasa (9).

c. El aumento de 6 veces la incorporacidn de alanina al
glucdgeno hepdtico (gluconeogénesis) (10).

d. Aumento de 13 veces la incorporacidn de glucosa-lac al
glucSgeno hepdtico (glucogénesis) (10).

e. El aumento de 5 veces en la lipogénesis en el tejido
adiposo del epidfdimo (11).

£. Accidn antilipolftica de la ad ina in vietro (12).

g. En hfgado 1la adenosina deprime in vivo e in vitro 1la
oxidacidn de cadenas de dcidos grasos, por inhibir la Acil-CoA
sintetasa extramitocondrial(l3).

h. La disminucidn de la lipogénesis hepidtica (14).

El patrén metabSlico que se observa en presencia de 1la
adenosina, se caracteriza por una tendencia a incrementar los
procesos andbolicos, como la sintesis de glucdgeno y disminuir
los catabdlicos como la oxidacidn hepdtica de dcidos grasos, 1lo
que nos conduce a la conclusidn que por un mecanismo ain no muy
claro, la adenosina cambia el patrdn metabdlico de animal en

ayunas a uno de animal alimentado. Probablemente el eje
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alrededor del cual gira este cambio, sea el aumento de la carga
energética que se sabe favorece secuencias anabdlicas, e inhibe

las catabdlicas.

ANTECEDENTES DIRECTOS.

1. E1l aumento de gluconeogénesis a partir de lactato in vivo
(15) .

2. La vfa gluconeogénica, requiere de equivalentes
reductores y éstos se generan en el citosol promovidos por 1la
mitocondria. En la mitocondria estos equivalentes reductores
pueden provenir de la -oxidacidn, pero, al dar tratamiento con
adenosina la oxidacidn de los &cidos grasos se inhibe (13).

3. La adenosina en presencia de etanol promueve la
movilizacidn de equivalentes reductores del citosol a la
mitocondria (16).

4., La adenosina estimula la ureogénesis (17).

11



(]
ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

GLUCONEOGENESIS

Importancia Fisiolégica.

La gluconeogénesis es el proceso que permite satisfacer las
demandas de glucosa del organismo cuando no se dispone de
suficiente cantidad de carbohidratos en la dieta. Se necesita un
suministro cont fnuo de glucosa como fuente de energfa,
especialmente para el sistema nmervioso y los eritrocitos.

La mayor parte de las reacciones son la reversa de la
glico1lisis(18), consume energia, provee glucosa a animales en
ayunas y también glucosa-6~fosfato en microorganismos que crecen
en ausencia de glucosa; es asf, esencial para la supervivencia,
porque todas las células requieren derivados de glucosa como
sustrato energético y en la formacidn de glucolfpidos,
glicoprotefnas y polisacdridos estructurales, los cuales son

constituyentes normales de las membranas.

Regulacidn.

La regulacién de &sta via, estd localizada en tres puntos
importantes de la secuencia multienzimdtica que la constituye.
Estos son a nivel de: 1. piruvato a fosfoenol-piruvato;
2. fructosa-1,6~difosfato a fructosa-1-fosfato y 3. glucosa-6-

fosfato a glucosa.

Para que se lleve a cabo la primera reaccidon se necesitan

12



dos enzimas iImportantes que son la piruvato carboxdlasa y 1la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Fig. 1). En las siguientes dos

reacciones, participan dos fosfatasas, la D-fructosa-1,6~

difosfato-l-fosfatasa y la D~glucosa-6-fosfatasa (18).
Estos tres pasos deben ser controlados de una manera

sincronizada por un mecanismo concertado, para prevenir

acumulacidn excesiva de metabolitos intermediarios.
En los organismos superiores, mientras que glicdlisis ocurre

en todas las cé&lulas, gluconeogénesis opera solamente en higado y

rifién.

Enzimas Importantes que participan en Gluconeogé&nesis.
Piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1). El primer paso de la

gluconeogénesis a partir de piruvato, es catalizado por piruvato

carboxilasa una enzima exclusivamente mitocondrial (19,20). La
actividad de la enzima es modulada positivamente por acetil-CoA,
favorecida por una alta relacidn ATP/ADP, e inhibida por glutama-
to (21). La insulina la inhibe y el cortisol aumenta su actividad
(22,23). Esta enzima es fundamental para la produccién de
oxaloacetato en gluconeogénesis y como parte de un mecanismo

anaplerdtico de intermediarios del Ciclo de Krebs (Fig. 1).

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa (EC 4.1.1.32). Enzima que

cataliza 1la segunda reaccidn importante de gluconeogénesis

(Fig. 1). Esta enzima es exclusivamente mitocondrial en el

13
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conejo y la paloma, mientras que en el cobayo y en el hombre estd
distribuida tanto en citosol como en mitocondrias (24,25). A
diferencia de estas especies, .en el hfgado de rata y el ratdn la
PEP-carboxicinasa se encuentra en el citosol, asf el transgporte
de mnalato y aspartato hacia el citosol es obligatorio para
gluconeogénesis a partir de precursores de tres carbonos como
lactato, piruvato y alanina(26). La inanicidn, la diabetes, el
glucagén, AMP cfclico, adrenalina y glucocorticoides aumentan el
contenido hepdtico de la enzima (por arriba de 10 U/g), mientras

que la insulina presenta el efecto contrario (25).
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D-Fructosa-1,6-bifosfato-1-fosfatasa {(EC 3.1.3.11). Es una
enzima alosté@rica, en la cual es necesario considerar las concen-
traciones de sus sustratos y de sus dos inhibidores, AMP cfclico

(27) y fructosa=2,6-difosfato (18). Su actividad es dependiente
de NMg2*(2).

D-glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9). El higado de rata ali-
mentada contiene aproximadamente 14 U. de glucosa-b6-fosfatasa por
gramo y esta cantidad es el doble en inanicidn o diabetes (18).
Es comiln creer que porque esta enzima ocupa una posicidn
estratégica en el mantenimiento de la homeostasis de glucosa,
puede ser regulada estrictamente, sin embargo, solo se presenta
una 1ligera inhibicidn por los productos de reaccién, glucosa vy
Pi, cuyos efectos son pequefios cuando juegan un papel en condi-

ciones fisiolSgicas (18),

15 .



UREOGENESIS

Importancia Fisioldgica.

En los tejidos de mamIferos los grupos aminos de los o ~ami-
nodcidos, derivados ya sea de la dieta o de la demolicidn de las
protefnas tisulares son excretados, en Gltimo término, como urea
en la orina.

La urea, es el producto final caracterfstico del metabolismo
del nitrSgeno de los aminodcidos en el hombre y otros organismos
ureotélicos como la rata.

La principal ruta para la excrecidn de nitrdgeno en el
hombre es la urea sintetizada en el higado, vertida a la sangre
y eliminada por el rifidn.

El hfgado es el dinico Srgano capaz de sintetizar urea. El
humano sintetiza de 20 a 30 g. de urea por dfa y es un proceso
que requiere una cantidad sustancial de energfa como ATP

(2,25,26) .

Enzimas que plgticipnn en Ureogénesis.

La urea se forma por un grupo especial de enzimas, cuyo
funcionamiento combinado constituye el ciclo de la urea (Fig. 2).
Se lleva a cabo en solo cinco reacciones, cada una catalizada por

una enzima diferente.

Regulacidn.
Se ha descrito que la sintesis de urea es controlada en el

paso de carbamil-fosfato sintetasa (EC 2.7.2.2), por cambios en

16
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la concentracidn de X-acetil glutamato (30.31,32,33).

Ahora hien, la fuente inmediata del nitrSgeno proviene de:

a. Idn amonio.

b. Grupo amino del aspartato.

El carbono de la urea se origina a partir del CO3, el cual
de este modo puede considerarse como aceptor del nitrSgeno. Este
proceso es significativamente endergdnico y requiere 3 molé&culas
de ATP por molé&cula de urea producida (28,29,34,35).

Aunque el iSn amonio y el aspartato son fuentes de nitrdgeno
inmediatas, ambas pueden provenir del glutamato. El aspartato
puede adquirir su grupo amino del glutamato por simple
transaminacidn, actuando el oxaloacetato como cetodcido aceptor
(Fig. 2).

Las sustancias que aumentan la sintesis de urea son iones
Nug*. ornitina, lactato, piruvato y fructosa. Es claro que el
idn amonio y bicarbonato pueden ser limitantes, ya que son los

que ponen en marcha la sIntesis de urea (36).
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INTERRELACION ENTRE GLUCONEOGENESIS Y SINTESIS DE UREA.

Esta interrelacidn que existe entre gluconeogénesis y

ureogénesis se observa por lo siguiente:

a). La bicompartimentalizacién de sus sIntesis que se
llevan a cabo tanto en mitocondria como en el citosol. La
gluconeogénesis al digual que la ureogénesis se inician en 1la
mitocondria y continiian sus reacciones en el citosol (Fig. 1 y

2).

b). Una vIa comiin a los dos procesos metabdlicos es el ciclo
de los dcidos dicarboxflicos (Fig. 2 y 3). De los sustratos que
participan en ambas vfas son el aspartato, ok -cetoglutarato y
glutamato(36). El aspartato se forma a partir del oxaloacetato y
glutamato por la accidn de la transaminasa glutdmico oxaloacética
(EC 2.6.1.1) que transfiere el grupo amino del glutamato al
oxaloacetato, originando ex-cetoglutarato. La enzima que partici-
pa en ésta transaminacidn, se encuentra tanto en citoplasma como
en mitocondria (37) por lo que estas reacciones se llevan a cabo
en ambos compartimentos (Fig. 2y 4). El paso de metabolitos
de mitocondria a citosol y visceversa, se llevan a cabo através
de translocadores especIficos, asf, el glutamato y malato pueden
entrar a la mitocondria en tanto que aspartato ye<-cetoglutarato
salgan de ella (38,39).

El mecanismo por el cual se moviliza el aspartato, 1lleva
implfcita una porcidn del ciclo de los dcidos dicarboxflicos el

cual es dimportante en gluconeogénesis por ser el donador del

18



esqueleto de carbonos y potencialmente en ureogénesis al dar uno
de los grupos aminos en la sIntesis de urea, inclusive, se sabe
que el intermediario en la formacidn de glucosa a partir de
lactato es el aspartato, y cuando se forma a partir de piruvato o
alanina es através de malato (Fig. 4 y 5) (36).

Otra participacién importante del ciclo de los 4acidos
dicarboxflicos es en la transferencia de equivalentes reductores

de citosol a mitocondria y visceversa (37,40,41).

c). Otro motivo de interconaccidn entre la gluconeogénesis
y ureogénesis, a parte de los sustratos, es el requerimiento de
los dos procesos por el ATP.

Para la siIntesis de una molé@cula de glucosa a partir de
lactato, s8e requiere de 6 moléculas de ATP y para la sIiIntesis de
una molécula de urea a partir de 8 aminodcidos o iones amonio,

se requieren de 4 moléculas de ATP (36).

19
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la fuente de carbono para gluconecogénesis.

OBJETIVOS PARTICULARES

Ver si la gluconeogénesis reportada "in vivo" se

reproducfa en un sistema mis sencillo.

Averiguar cufl es la vIfa que predomina como dona-

dora del esqueleto carbonado.

Probar otra via en la que participe el ciclo de los

los dcidos dicarboxflicos.

Ver ureogénesis.
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MATERIALES Y METODOS.

Animales.
Se trabajdé con ratas macho de la cepa Wistar, de un peso
aproximado de 150-200 g., a las cuales se les suprimid el

alimento por 18-20 horas antes del tratamiento.

Tratamiento con adenosina in vivo.

Las ratas control recibieron solucién salina isotdnica y las
ratas experimentales se les administrd adenosina (200 mg/Kg de
peso) disuelta en solucién salina a pH 7.4. El volumen inyectado
fué a razén de 1 ml. por 100 g. de peso corporal y por via
intraperitoneal. Los tiempos de tratamiento fueron de 15, 30 y
60 minutos, al término de estos tiempos, los animales se sacrifi-

caron por decapitacidn y se extrajo el hfgado rapidamente.

A. REBANADAS DE HIGADO.

El hfgado se cortd en rebanadas de 0.5 mm. de grosor, de las

cuales se pesaron 500 mg. (peso himedo) y se incubaron.

Incubaciones.

Se realizd en 5 ml. de medio de Krebs-Ringer bicarbonato,
previamente gaseado por 15 minutos con 95X de O2 y 5% de CO2
(v/v), ajustéindose a pH 7.4 con Na3COj3.

La incubacién se hizo por 30 minutos a 379C con agitacién

continda.
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Sustratos.

Al medio de incubacidn, se le adiciond palmitato de potasio
0.5 mM., sustrato frfo y marcado de lactato y piruvato. Cada
rata en experimentacidn se probd con los dos sustratos, como se

sefiala en el esquema siguiente:

Incubaciones con

Lactato

Higado en
Tratamiento-—smRIP—a=rebanadas
Piruvato

La concentracidn de lactato frfo que se usé fué de 1.5mM ¥y

1 x 106 cpm. de [}4C(U)]-Lactato (Actividad Especffica 174.3

mCi/mmol) .
La concentracidn de piruvato frfo fué de 2,0 mM. y también

1 x 106 cpm. de [1-14Cl-Piruvato (Actividad Especffica 17.3
mCi/mmol) .

Desproteinizacidn.

La incubacidn se termind desproteinizéindose con HC104 con el

volumen necesario para una concentracidn final de 6% p/v.

B. MITOCONDRIAS AISLADAS RECONSTITUIDAS CON FRACCION SOLUBLE.

A una rata tratada, se le extrajo el higado y se prepard la

fraccién soluble segiin A. Dawson (42). De otra rata tratada en
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idénticas condiciones se prepard la fraccidn mitocondrial segln

método de Schneider y Hogeboon(43).

Incubaciones.

La 1incubacidn se hizo con la fraccidn mitocondrial (5 mg. de
protefna) y con fraccidn soluble (10 mg. de protefnas) a 30°C por
20 minutcs con agitacidén continua, en 3 ml. de medio que contiene
manitol 300 mM, KH3PO, 10 mM, Tris-HCl 10mM, KC1 10 mM, MgCls

5 mM, ADP 2 mM y NAD* 2 uM (42).

Sustratos.

Se usd lactato y piruvato frio y marcado para cada animal en
experimentacidn, como se sefiala en el esquema de abajo. El1

lactato frfo se usS a una concentracién de 1.5 mM. y 5 x 105 cpm..

de [l4c(U)]-Lactato.

E1l piruvato frfo a una concentracidn de 2.0 mM. y 5 x 103
cpm. de f1-14C}-Piruvato.
Incubacidn
Fraccidn
/Soluble Lactato
é_;ﬂ‘ Tratamiento —seRIP—w=Hfgado

Fraccidn Piruvato

Mitocondrial

Desproteinizacidn.
La ineubacién se termind adicionando HC10;4 hasta una

concentracidn final de 6% p/v.
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Produccidn de 14002. (Oxidacién de [Ll4C(U)]~Lactato y

[1-1“C]-P1ruvato.

En los matraces de incubacidn, se utilizaron canastillas
aéreas que contenfan 0.2 ml. de hidréxido de hiamina, con el
objeto de captar el 14002 liberado de las rebanadas de hfgado y
de mitocondrias con fraccidn soluble. Después de desprotelnizar
las muestras se dejaron a temperatura ambiente por 15 wminutos.
Al término de este tiempo el hidrdxido de hiamina se transfiere a
viales que contenfan 10 ml. de l1lIquido de centelleo (1.2% PPO
(2,5-difeniloxazolil) y 0.3% POPOP (1,4-bls 2(5-feniloxazolil)-

benceno) en tolueno).
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Determinacién de metabolitos.

Los extractos percldricos se neutralizaron con K3CO53 2.5 M

para determinacidn de metabolitos.

Metabolito para determinar gluconeogénesis.

Glucosa. (&) Por el método enzimidtico de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, a una longitud de onda de 340 nm. en donde 1la
glucosa en presencia de ATP y hexocinasa forma glucosa-6-fosfato
y ésta iiltima con NADPY y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

aumenta la D.0. por la presencia de NADPH (44).

Hexocinasa
Glucosa + ATP Glucosa-6-P + ADP
Glucosa~6-P
Deshidrogenasa
Glucosa~6-P +NADPH e 6-Fos fog 1 > + NADPH + Ht
-lactona
& Se determind exclusivamente en rebanadas de hfgado, teniendo

un control desnaturalizado por el calor, para eliminar la
glucosa que tuviera en sf la rebanada de hifgado. La
determinacidn se hizo en una alicuota del medio, en cuanto

termind la incubacidn.

Metabolito para determinar Ureogénesis.

Urea. (%) Se determind por el método de Diacetil Monoxima

(DAM) . La DAM reacciona directamente con la urea, asf como con
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los aminodcidos dibdsicos. Una solucidén 4&dcida y el calor
promueven la reaccidn que usualmente incorpora un oxidante, ' tal
como el sulfato de amonio férrico para destruir la hidroxilamina
que se puede formar. Se mide en una longitud de onda de 420 nm.

(45) .

* Se determind exclusivamente en rebanadas de hfgado, teniendo
un control desnaturalizado por el calor, para eliminar la
urea que tuviera em sf la rebanada de hIgado. La determina-
cién se hizo de un homogenado de las rebanadas.

Metabolitos de la lanzadera malato-aspartato.

a. Aspartato. Se determind segin Pleiderer (44), donde el
aspartato en presencia de ck-cetoglutarato y la transaminasa
glutdmico oxaloacética (TGO) forman oxaloacetato, el cual con
malato deshidrogenasa (MDH) y NADH forman malato. La disminucién

de densidad Gptica se observa a una longitud de onda de 340 nm.

TGO
eX-cetoglutarato + L-aspartato——==l-glutamato + oxaloacetato

MDH
oxaloacetato + NADH + H*———— _sm]-malato + NADV
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b. Malato. Easte sustrato se determina segiin Hans-Jlrgen

Hohorst (44). La reaccidn es catalizada por malato

deshidrogenasa (MDH) que por reduccidn de NAD* se observa cambio

de D.O. a una longitud de onda de 340 nm. La reaccidn requiere
un medio alcalino (solucién amortiguadora de hidrazina~glicina pH

9.5) y el oxaloacetato reacciona con la hidrazina formando una

hidrazona.

hidrazona de
oxaloacetato + NADH + HY

L-malato + NAD' + hidrazina
PH 9.5

Protefnas. Se determinaron por el m&todo de Biuret.

Célculos.

Para obtener las concentraciones de estos metabolitoé, se

usé la siguiente formula:

D.O. x volumen final

Concentracidn =
(nmol /g.t.h.) muestra x € x peso de la muestra

absorbancia de NADH o NADPH y con valor de 6.22, el
coeficiente de extincidn.

gramo de tejido por hora.
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Determinacién de Incorporacidn de radiocactividad a metabolitos.

Para determinar la incorporacidn de marca em aspartato y
malato a partir de [l4C(U)]-Lactato y [1-14C]-Piridivico, se

realizd por cromatograffa en placa fina.

La cromatograffa de aspartato se realizd en un soporte de
celulosa, aplicando 10 ul. de una muestra concentrada 5 veces Yy
con 1 ul. de acarreador (#cido aspdrtico 20 mM pH 7). La primera
fase mSvil fué n-butarol, d&cido acético glacial y agua (4:1:15),
la segunda fase mévil, metanol, agua y piridina (20:5:1), con
tiempo de corrimiento de 5 y 1 horas respectivamente (46). Se

reveld con ninhidrina al 0.8% en etanol. E1l Rf de aspartato fué

0.59,

La cromatograffa para separar al malato se realizd en un
soporte de sIlic& gel, aplicando 20 ul. de la misma muesira
concentrada y 5 ul. de acarreador (malato 20 mM). El eluyente
inicial fué etanol, agua y amonfaco (B80:16:4). La segunda fase
m8vil es didéntica a 1l1a primera pero se adiciond pirpura de
bromoceresol como revelador, a una concentracidn de 0.04% y con
pH ajustado a 8.0 (47).

El1 tiempo de corrimientp fué 1.30 y 2.20 horas respectiva-

mente. En este caso, las manchas violiceas se observaron con

vapores de amonfaco. El1 Rf fué 0.23.

Las manchas son raspadas y colocadas en viales con tritosol

para su conteo.
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Cdlculo de la Actividad Especifica.

Este valor resulta de relacionar la radioactividad en el
compuesto separado y su concentracidn en la muestra.
c.p.m. X volumen final

Radioactividad = = c.p.m./g.tih
en el compuesto muestra x peso del tejido Coi

radiocactividad
Actividad Especifica = -

concentracidn

Estadfstica.

Los resultados se presentan como el promedio de por lo menos
cinco experimentos, indicando el error estidndard. Se utilizd la
prueba de "t" con un valor menor o igual a 0.05 para determinar -

si eran significativos.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA ADENOSINA EN GLUCONEOGENESIS Y UREOGENESIS EN

REBANADAS HEPATICAS

El tratamiento con adenosina favorece que la formacidn de
glucosa y urea en rebanadas hepdticas se incremente, dependiendo
del sustrato que se emple& (Fig. 6 y 7).

Asf, cuando se utiliza lactato como sustrato con tiempos
tempranocs de tratamiento (15 min.), la liberacidn de glucosa y
urea en el medio de incubacién se incrementa en animales tratados
con adenosina (Fig. 6).

Sin embargo, el perfil que presenta a los 30 y 60 minutos
fué diferente. A estos tiempos de tratamiento, la formacidn de
glucosa en rebanadas hepdticas a partir de lactato permanece alta
en animales tratados por el nucledsido, mientras que el incremen-
to en la ureogénesis "inducida" por l1la adenosina decae a los 30 y
60 minutos (Fig. 6).

Los datos de gluconeogénesis son muy semejantes a lo
encontrado en hfgados de animales tratados con adenosina y lacta-

to radiactivo, in vivo (15).

En cambio, cuando sge utilizd piruvato como sustrato, en
rebanadas hepdticas provenientes de animales tratados con
adenosina, solo se encontrd un incremento transitorio en 1la
formacidn de glucosa, y este fué a los 15 minutos de tratamiento
(Fig. 7), mientras que la formacién de urea, no fué afectada a

ningiin tiempo de tratamiento.

Esto podrIa sugerir que el efecto de la adenosina sobre
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ambas vfas metabflicas, puede estar relacionado con 1la via

metabdlica que sige cada sustrato para integrarse a la

gluconeogénesis y ureogénesis.

EFECTO DE LA ADENOSINA EN EL DESTINO METABOLICO DE LACTATO Y

PIRUVATO (Transformacidn a malato, aspartaco y CO2) POR: o

A. Rebanadas Hepdticas.

B. Mitocondrias aisladas reconstituidas con fraccidn soluble.

C. Mitocondrias aisladas sin fraccidn soluble.
t

Ya que la lanzadera- malato-aspartato presenta pasos

mitocondriales y citosdlicos (16,37,42), se intentd ver el efecto

de adenosina en el destino metabSlico de lactato y piruvato,

los cuales son metabolizados por piruvato carboxilasa o piruvato
deshidrogenasa, favorecidos uno u otro, y reflejados en algin

metabolito.

Para ésto, se midid la aparicidn de marca tanto en aspartato

como en malato, como Indice de la actividad de la piruvato

carboxilasa de la vIa gluconeogénica y como Indice de 1la

oxidacién de los sustratos empleado y actividad de la piruvato

deshidrogenasa, se midié la liberacién de CO» marcado.

A, REBANADAS HEPATICAS,

La oxidacidén de sustratos por medio del ciclo de Krebs,

tambi&én fué modificada por el tratamiento con la adenosina
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(Tabla 1). Las rebanadas de higado tanto de animales tratados

con salina como con adenosina mostraren una mayor utilizacion de

piridvico, lo cual se midié por la liberacion de COZ ‘a 'medio.

En los animales tratados con adenosi
oxidacidn del lactato fué semejante_ai'c

del incremento de marca en el aspartato y:'ma

que ailn en presencia de una alta ééiﬁoxi‘l‘éciﬁn'del pirivico’ ‘mo S

hubo disnminucidn del flujo a traves del cicl de Krebs.

Sorprendentemente a los 30 minutos, aé tracamigﬁto‘ fué
notorio un aumento de la capacidad mitoqondriﬁl Vusanao._lactaco
como sustrato (Tabla 1). Este incremento’ se acpmpaﬁ6 de ‘una
disminucidn en 1la formacidn de aspartato con el consiguiente
aumento de malato, el cual es significativo con un valor de
pl0.05 (Fig. 8). ‘

A 60 min. de tratamiento, nuevamentg‘se ha reescablecido el
equilibrio inicial y no se encuentran difé?encias Faﬁtoluen la
oxidacién de lactato como en su incorporacidn a aspartato y
malato cuando se compara con las muestras de hfgado obtenidas de
animales controles.

En el caso de la oxidacidn de piriivico, el patrdn metabdlico
inducido por la administracién de adenosina, fué muy semejante a
lo obtenido con el lactatoc como sustrato (Tabla 1 ); de interés
fué observar el incremento en la oxidacidn de piruvato, que
también coincide con los 30 minutos de tratamiento y que se
acomparia de una cafda en la incorporacidn de marca, tanto en el
aspartato como en el malato (Fig. 9). Sugiriendo que el nucled-
sido favorece un incremento global en 1la capacidad oxidativa

mitocondrial a los 30 minutos de tratamiento in vivo.
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B. MITOCONDRIAS AISLADAS RECONSTITUIDAS CON FRACCION SOLUBLE.

Dado que los efectos del nucleSsido parecen estar ligados a

1a participacidn micoco&drial en el manejo de los sustratos

empleados, se explord el efecto de la adenosina in vivo sobre la

actividad mitocondrial en preparaciones de mitocondrias adisladas

suplementadas con enzimas citopldsmicas obtenidas de animales que

recibieron un tratamiento semejante.

Cuando 1las mitocondrias se obtuvieron de animales tratados

con adenosina por 15 minutos, &stas conservan una alta capacidad

para formar aspartato a partir del lactato (Fig. 10) y este

efecto se plerde cuando los animales fueron tratados por 30

minutos, correlacionando estos datos, con lo encontrado en reba-

nadas de tejido.

Nuevamente, en las mitocondrias aisladas no se observaron

cambios en la incorporacidn de marca en malato a partir de

lactato, conservindose niveles semejantes de egte sustratc con

las mitocondrias obtenidas de animales controles (Fig. 10).

Ahora bien, la incorporacidn de piruvato a aspartato, como a

malato, no cambiS en mitocondrias aisladas de animales tratados

con adenosina (Fig. 11).

A pesar de que en mitocondriass aisladas se reprodujeron los

efectos de la ad sina itrad en rebanadas hepd&ticas, el

incremento en la oxidacién de sustratos por l1la witocondria

encontrados a 1los 30 minutos de tratamiento, mno se obtuvo en

mitocondrias aisladas (Tabla 2), sugiriendo que durante 1la

preparacidn de mitocondrias de animalea tratados con adenosina se
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plerde algiin factor que impide reprodﬁhit en estas preparaciones

que ocurre con el tejido completo.

C. MITOCONDRIAS AISLADAS SIN FRACCION SOLUBLE.

Para ahondar mis en el papel de la mitocondria con el efecto
de 1la adenosina, se realizd otra serie de experimentos en
mitocondrias aisladas, las cuales no fueron suplementadas con
factores citoplidsmicos. Estas mitocondrias fueron incubadas en
presencia de lactato y piruvato radiactivo. En las mitocondrias
de animales tratados con adenosina y en ausencia de factores
citoplﬁsmicos. se obtuvo un incremento de1'352 en la formacidn de
aspartato a partir de lactato, comparado con las mitocondrias de
los animales tratados con solucidn salina.

Por otro lado, la magnitud de incorporacién de lactato y
piruvato a malato, descendid a un 25% de 1lo encontrado en
rebanadas de tejido o en mitocondrias aisladas suplementadas con
fraccién soluble, lo cual indica que un. alto porcentaje de
aparicidén de marca en este metabolito se debe a reacciones
colaterales, principalmente citoplidsmicas. -

No obstante, como se demuestra en todos 1los resultados
anteriores, no hubo cambio significativo en el manejo de carbonos
por malato en los tejidos obtenidos de animales tratados con
adenosina, sugiriendo que el lactato que comparte pasos
citoplismicos y mitocondriales para su utilizacidn (18,36), es el

sustrato que se ve afectado por la accidn del nucledsido.
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TABLA 1.

OXIDACION DE [14C(U)]-LACTATO A CO, OXIDACION DE [1-14C]-PIRUVATO A CO, -
TIEMPO TIEMPQ
CONTROL TRAT. EXPERIMENTALES CONTROL TRAT. EXPERIMENTALES .

cpm x 103/g/hr  min. cpm x 103/g/hr  cpm x 103/g/hr  min. cpm x 103/g/hr

37.3 X 3,59 (5) 15 34,59 * 3.5 (5) 5.82F%1.2(7) 15 5.16 £ 0.4 (5)
30 50.18 * 3.9 (6) 30 11.12 % 1.16 (6)
60 28.30 * 1.7 (4) 60 5.0 * 0.52 (4)

OXIDACION DE SUSTRATOS POR REBANADAS HEPATICAS




TABLA 2.

OXIDACION DE [14C(U)]-LACTATO A cOy OXIDACION DE [1-14C]-PIRUVATO A €O,
TIEMPO I

CONTROL TRAT. EXPERIMENTALES CONTROL  _TRAT. EXPERIMENTALES

cpm x 103/mg/hr min. cpm x 103/mg/hr cpm x 103/mg/hr min. cpm x 103/mg/hr
5.23 ¥ 1.13 (5) 15 0.89 * 0.19 (4) 1.28 *0.15 (5) 15 1.05 ¥ 0.07 (5)
30 2.51 t 0.88 (7) 30 0.96 * 0.05 (6)

OXIDACION DE SUSTRATOS POR MITOCONDRIAS AISLADAS

CON FRACCION SOLUBLE.
;



DISCUSION.

Dentro de las mi#¥ltiples acciones fisioldgicas de l1a

adenosina, estin sus acciones sobre el metabolismo hepatico.

La administracién i1n vivo de este nucledsido promueve 1la
induccidn de un patrdn metabSlico de animal alimentado en un
animal ayunado, es decir, aumenta sIntesis de glucSgeno, produce
hiperglicemia, eleva la carga energética, inhibe la activacidn de

los &cidos grasos; siendo esta situacidn metab8lica la opuesta al

de animal ayunado.

En estas condiciones se estudid como estaba afectado el
proceso de gluconeogénesis hepdtica, que a priori se suponia

inhibido en animales ayunados en presencia de adenosina.

Sorprendentemente se encontrd una elevacién transitoria del
proceso gluconeogénico a partir de lactato (15), por lo que el
principal objetivo de este estudio, fué& esclarec;r el mecanismo
por el cual con las condiciones metabdlicas producidas por 1la

adenosina, se encontraba elevada la gluconeogénesis.

Como ya se comentd con anterioridad, este proceso requiere
de la actividad de 1la via colateral de 1los @&cidos
dicarboxflicos, que permitan el transporte de esqueletos de tres
carbonos de la mitocondria al citosol, asf como de equivalentes
reductores, NAD/NADH, necesarios para revertir la reaccidén de la

3-P-gliceraldehfdo deshidrogenasa. Ahora bien, dependiendo del
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sustrato gluconeogénico, asf serfa el camino utilizado, para este
proceso, de transaminacidn si se trata de lactato y de deshidro-

genacidn con piruvato (Fig. 4 y 5).

Las rutas de transporte de dcidos dicarboxflicos citosol-
mitocondria, afectan otras vias metabdlicas compatrtimentalizadas
como 1la ureogénesis, por lo que discutiré los resultados
encontrados en la accidn de la adenosina en el destino metabdlico
que sigue el lactato y piruvato como sustratos gluconeogé&nicos:
su transformacidn a aspartato, malato o CO2, relaciondndolos con

los productos finales de los procesos estudiados como son glucosa

y urea (Fig. 12),

El efecto del tratamiento con adenosina induce una respuesta
diferente en funcidén del tiempo y en funcién del sustrato

utilizado: lactato o plruvato.

En presencia de lactato, 8se comprueba el efecto de la
adenosina previamente reportado in _vivo de aumento en la
formacién de glucosa durante los diferentes tiempos de
tratamiento, y el piruvato generado por la deshidrogenasa lédctica
(Fig. 12) se maneja en los primeros 15 y 30 minutos, por una
carboxilacidén y subsecuente transaminacidn hasta formar aspartato
(Fig. 6 y 8). Este efecto estd apoyado en una mayor incorporacidn
de marca del [l4C(U)]-Lactato en aspartato y aumento en la forma-
ci6n de wurea (Fig. 12), ya que el aspartato es un sustrato

ureogénico y en glucosa por ser un precursor gluconeogénico, ¥y
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por la 1incorporacidén de marca a malato los cuales se observan

semejantes a los valores de los animales controles.

A los 30 minutos de tratamiento se observa un cambio en el
flujo metabdlico que se manifiesta por incremento en la oxidacidn

del sustrato gluconeogénico reducido (Tabla 1).

En relacién con piruvato hay gluconeogénesis transitoria, no
tan evidente como con lactato y &@sta es exclusivamente a los 15
minutos de tratamiento; por la incorporacién de marca pareciera
que es a través de aspartato, reflej@indose en urea un ligero
aumento (fig. 7 y 9). A los 30 min. con el nucledsido se observa
una oxidacidn aumentada del sustrato, en este casoO es mayor que
la del sustrato reducido. A los 60 min. hay mayor incorporacidn
de marca de piruvato tanto en aspartato (95Z) como en malato
(65%). Este Gltimo dato se contrapone con lo reportado en 1la
literatura, de que en condiciones normales, el piridvico es
manejado preferencialemente por malato (36), &sta podfa ser una

diferencia debida al tratamiento con adenosina.

Lo anterior podrfa indicarnos que los sustratos, a los 15
minutos de tratamiento con el nucleésido, estén siendo
metabolizados por piruvato carboxilasa y transaminacidn via
aspartato (Fig. 12), canalizdndolos hacia la formacidn de gluco-

sa y de urea.

El flujo de 1incremento en la actividad oxidativa que se

observa a 1los 30 min. de tratamiento, nos puede repr tar un
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flujo mayor a través de piruvato deshidrogenasa (Fig. 12), y éste
se ve mids favorecido con el sustrato oxidado que es el piruvato,
presentando un incremento en la oxidacidn de 91% (Tabla 1),
cuando solo se observa un 352 de aumento con el sustrato reduci-
do, lactato. A los 60 minutos de tratamiento cambia el flujo
metabdlico y la piruvato deshidrogenasa se encuentra inactiva y
la piruvato carboxilasa se activa. A este tiempo, dependiendo
del sustrato que se utilice, reducido u oxidado se observa que:

con lactato alin hay gluconeogénesis vfa malato, mientras que con

piruvato no hay gluconeogénesis pero se observa un flujo de

incorporacidn de marca a precursores gluconeogénicos y ureogéni-

cos como aspartato y malato.

Dado que las primeras reacciones para determinar el destino
de estos dos sustratos hacia glucosa, urea o C02, requieren la
participacidn de enzimas mitocondriales, se planearon
experimentos que nos permitieran llegar a entender estos eventos

metab8licos.

Esto se hizo con mitocondrias hepéaticas, aisladas de
animales. tratados y suplementadas con citosol. A pesar del tiempo
requerido para la preparacidn de las mitocondrias, cuando los
animales fueron tratados con adenosina, sus mitocondrias
conservan la capacidad de producir aspartato en forma mAs activa
a partir de lactato, mientras que con piruvato la produccién de

malato y aspartato fué practicamente semejante al control.

En 1la encrucijada metabdlica que participa en el destino
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que sufre el lactato o el piruvato, intervienen de manera

importante las siguientes vias:

Por un lado en la carboxilacién del piruvato por piruvato
carboxilasa y por otro lado la deshidrogenacidn y formacién de
acetil CoA por la piruvato deshidrogenasa hasta formar CUz
(Fig. 12). La regulacidn de &sta encrucijada no estd bien

establecida, por una parte:

1. Se tienen reportes de que la actividad de pdiruvato
carboxilasa aumenta al aumentar la relacidn ATP/ADP (48) y en
estas condiciones la piruvato deshidrogenasa se encuentra

inactiva, es decir, estd fosforilada (49).

2. Por otra parte, se acepta que la concentracidn
mitocondrial de acetil CoA es el activador de 1la piruvato
carboxilasa, enzima clave para la gluconeogénesis (2,18,19). Sin
embargo, algunos reportes (48), sugieren que la actividad de
piruvato carboxilasa se ha comportado independiente de 1a
concentracidn de su activador alostérico, acetil CoA, y que su
regulacidn pueda ser, al igual que la piruvato deshidrogenasa,
dependiente del potencial de fosforilacidn (49) y de que existsa
la posibilidad de una regulacidén concertada entre piruvato carbo-
xilasa y piruvato deshidrogenasa de tal manera que la activacidn

de una de ellas dé como consecuencia la inactivacidn de la otra.

3. También se ha reportado (50) que las hormonas gluconeo-
génicas (glucagdn, vasopresina, angiotensina II) aumentan la

concentracidn de Ca?t citosdlico y propomen que este anidn active
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la cadena respiratoria y como consecuencia de &sto la gluconeo-

génesis y la ureogénesis.

Estas tres posibilidades pueden ser analizadas a la luz de

los resultados actuales y previos:

a). La administracidn del nucledsido en animales ayunados,
tiende a elevar la concentracidén de ATP y consecuentemente cambia
la relacidén ATP/ADP tanto en citoplasma como en mitocondria (16)
y este efecto se acompaila de una estimulacidn en la actividad

oxidativa mitocondrial de sustratos del sitio I.

b). Aunque no se cuantificaron los niveles intramitocon-
driales de acetil-CoA en nuestras condiciones experimentales, se
puede asegurar que en las ratas con adenosina, los niveles son

muy bajos por la ausencia de -oxidacién (13).

c). En datos obtenidos por la Dra. Chagoya, ha encontrado
que la adenosina aumenta la concentracidn de ca2* nitocondrial

(51).

Estos cambios que realiza la adenosina en la relacidn ATP/ADP,
disminucidn de Acetil-CoA por disminucién de B-oxidacidn, CaZ+
elevado, estado O&xido-reduccidn mitocondrial aumentado, pueden
estar afectando la regulacidn de la encrucijada metabSlica que
estamos estudiando, pero no sabemos cudl de ellos 1inicie 1la

secuencia de cambios metabdlicos que observamos.

Sin embargo, analizando los resultados, surge una observacidn

importante que pudiera orientar hacia la posible regulacidn de la
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utilizacién de piruvato por la mitocondria y que a través del

tratamlento con adenosina se hace m3s evidente.

Cuando el precursor es lactato, el efecto del nucledsido se
manifiesta en gluconeogénesis y ureogénesis vfa aumento de
formacidén de aspartato; en cambio cuando el sustrato es piruvato
la accidn gluconeogénica y ureogénica es transitoria,
observindose solo a los 15 minutos. Sin _ embargo, la
radivactividad en aspartato y malato, posibles precursores
gluconeogénicos y ureogénicos, sugieren la existencia de wun
impedimento para que @&stos precursores lleguen a su destino

final: glucosa y/o urea.

En estudios previos (16), conocemos que la adenosina no
modifica la transaminasa glutdmica oxalacética (TGO) mitocondrial
por lo que pudieramos pensar que el efecto de diferencia en el
destino metabdlico segiin se utilice, puede estar en las enzimas
que metabolizan é&stos precursores en el citosol o en 1la
translocacidn de &stos sustratos mitocondriales al citosol,
diferencia que se hace evidente al usar un sustrato oxidado

(piruvato) y un sustrato reducido (lactato).

Esta diferencia pudiera reflejarse en un cambio en el estado
redox del citoplasma como posible disparador de 1la subsecuente
utilizacidn del sustrato. Efectos similares observados con el
lactato, se encontraron en animales tratados ° con etanol mis
adenosina, en 1los que es evidente la modificacidén del potencial
oxido-reduccidn del citoplasma hacia un estado reducido y una

modificacidn de la lanzadera malato-aspartato en un incremento
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inducido por el mismo nucledsido, sugiriendo la activa participa-
cidon de la lanzadera malato-aspartato en los efeatos observados

con el lactato en este estudio.

En conclusidn, se sugiere que el mecanismo de induccidn de
gluconeogénesis y ureogénesis, esté@ mediado por.inctemento de las
lanzaderas como se observd en el caso del tratamiento con etanol
mds adenosina (16), al aumentar esta via resulta en un aumento en
la formacién y movilizacidn de aspartato en la mitocondria. Al
ser el aspartato un sustrato comiin en la via gluconeogénica ¥y

ureogénica se ven incrementadas las dos vias.

Este efecto de adenosina solc se hace evidente cuando el
precursor gluconeogénico es el lactato que genera un estado redox

——
nds reducido en el citosol.

El aumento en formacidn y movilizacidén del aspartato pudiera
deberse a un cambio de fluidez en la membrana inducida por el
tratamiento con el nucledsido y &sta pudiera ser una posible
explicacidn del aumento en gluconeogénesis y ureogénesis inducida

por adenosina.

45,



BLBLIOGRAFIA.

1. _CHAGOYA DE SANCHEZ, V., BRIONES, R., PIRA, E.(1971).
Inhibition by adenos#ne of the cortisol-induced liver glucogen
accumulation in adrenalectomized rats. Biochem. Pharmacol.
20;2535-2541. V

2. LEHNINGER, A., L. (1980) BioquImica. Editorial Omega.
Segunda Edicidn. Barcelona, Espafia. p. 475.

3. HAULICA, I. (1973). Preliminary data on the possible
hypnogenic role of adenosine. Neurochem. J. 21:701-02.

4. FOX, Irving . (1978). The role of adenosine and 2'-
deoxyadenosine in mammalian cells. Ann. Rev. Bfochem. 47:655-86.

5. SUAREZ MUNGUIA,J., VALLES,V.E., CHAGOYA DE S.V.(1987).
fffect of adenosine on the serum levels of glucose, insulin and
glucagon in vivo. The Intern. J. Biochem. 19, 85-88.

6. CAMPBELL, I. (1982). Effect of adenosine the rat islet
function and metabolism. Biochem. J. 204; 689-96.

7. BERNE, R., ROLL, T., RUBIO, R. (1983). Regulatory
function of adenosine. Martinus Nijhoff Publishers U.S.A.

8. CHAGOYA DE S., V., et. al. (1972). In Vivo modification
of the energy charge in the liver cell. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 46(3):1441-45.

9. CHAGOYA DE S., V., et. al. (1974). Utilization of
adenosine as a tool 1in studies on the regulation of liver
glycogen biosynthesis. Arch. Biochem. Biophys. 160:145-50.

10. CHAGOYA DE sS., V., et. al. (1972). Adenosine, a

glucogenic and lipogenic compound. FEBS Letters. 19(4):331-34.

46



11. CHAGOYA DE S., V. et. al. (1972). Effect of adenosine
in the 1incorporation of palmitic acid. Biochem. Pharmacol.
20:346-51.

12. DALE, V., P., MUNNETH, H. (1962). Antilipolytic Action
of adenosine in vitro. J. Biol. Chemf 237:2758-765.

13. CHAGOYA DE S., V. et. al. (1977). Regulation of fatty
acid oxidation by adenosine at the level of its
extramitochondrial activation. Biochem. Biophys. Res.. Comm.
76:804-812.

14. HARRIS, R.,A., et. al. (1976). Adenosine produces a
disminution of tryacylglyceroles hepatic production 1lipids.
10:673-681.

15. YAREZ MALDONADO LUCIA (1982). Efecto de la adenosina en
la gluconeogénesis hepitica in vivo papel de la energfa, estado
Redox y oxidacién de los dcidos grasos. Tesis de Licenciatura
Facultad de Qufmica.

16. HERNANDEZ-MUNOZ, R. (1985). Estudio de los mecanismos
involucrados en el efecto protector de la adenosina sobre el
higado graso inducido por el etanol. Papel de la lanzadera del
malato-aspartato y la funcidn mitocondrial. Tesis de Maestria.
Facultad de Qufmica.

17. ZENTELLAS A. (1982). Ureogenesis, stimulation by
adenosine. 1International Symposium on Adenosine. Charlottesville
Virginia U.S.A.

18. HERS, H., G., HUE, L. (1983). Gluconeogenesis and
related aspects of glycolysis. Ann. Rev. Biochem. 52:617-53.

19. WALTER, P. (1976). Gluconeogenesis. Its regulation

47



in Mammalian Species. Yew York: Willey. p. 239-265.

20. BOTTGER, 1., WfELAND. 0. (1969). Intracellular
localization of pyruvate carboxylase and phosphoenolpyruvate
carboxykinase in rat liver. Eur. J. Biochem. 8:113-19.

21. BARRITT, G., J., ZANDER, G., L. (1976). The regulation
of pyruvate carboxylase activity and gluconeogenic tissue. Ver
ref. 19 p.3-46.

22, MONTGOMERY, R., et. al. (1980) Biochemistry: A case
oriented approach. Tercera Edicidén. p. 236-38.

23, WHITE, A. (1973). Principles of biochemistry. Quinta
Edicidén. McGraw Hill.

24, SOLING, H., D., KLEINEKE, J. (1976). Species dependent
regulation of hepatic gluconeogenesis in higher animals. Ver ref.
19 p. 369-462.

25. TILGHMAN, S., M., HANSON, R., W. (1976). Hormonal
regulation of phosphoenolpyruvate carboxykinase (GPT) in
mammalian tissues. Ver ref. 19 p. 47-91.

26, WILLIAMSON J. R. (1976). Role of anion transport in the
regulation of metabolism. Ver ref. 19 p. 168. -

27. RAY., P., D. (1976). Hepatic gluconeogenesis in the
rabbit. Ver ref. 19 p. 293.

28, BOHINSKI, R., C. (1978). Bioquimica. Fondo Educativo
Interamericano, S.A. México.

29, MARTIN, D., W., et, al, (1982). Bioqufmica de Harper.
Editorial E1 Manual Moderno, S.A. México.

30. MEIJER, A., I., HENSGENS, H.,E.,S.,J. (1982). Metakto-
lic Compartmentation (Sies, H., Ed.) Academic Press, N.Y. p.

259-286.

48



31. HENSGENS, H.,E.,S.,J., VENHOEVEN, A.,J., MiJER, A., J.
(1980). The relationship between intramitochondrizi N-acetyl
glutamate and activity of carbaroyl-phosphate synthetase
(Ammonia). Eur. J. Biochem. 107, 197-205.

32. LUND, P., WIGGINS, D. (1984). Is N-acetylglutamate a
short—term regulator of urea synthesis? Biochem. J. 218, 991-
994.

33. JOSEPH, S.,K., McGIVAN, J., D, (1978). The effect of
ammoniumn chloride and glucagon on the metabolism of glutamine in
isolated liver cells from starved rats. Biochem. Biophys. Acta.
543,16~28.

34. WANDERS, R., J., A. MEIJER, J. (1984). Analysis of the
control of citrulline synthesis in isolated rat-liver
mitochondria. Eur. J. Biochem. 142, 247-254.

35. TITHERADGE, M., A., HAYNES, R.,C.,Jr. (1980). The
hormonal stimulation of ureogenesis in 1solated hepatocytes
thrﬁugh increases in mitochondrial ATP production. Arch.
Biochem. Biophys. 201, 44-55.

36. KREBS, H., A., LUND, P. (1976). Interrelations between
gluconeogenesis and urea synthesis. Ver ref. 19 p. 276.

37. CEDERBAUM,A.I., LIEBER, C.S., BEATTIE, D.S.,RUBIN,E.
(1973). Characterization of shuttle cechanisms for the transport
of reducing equivalents 1into mitochondria. Arch. Biochem.
Biophys. 158,763-781.

38. RAY, P., D., HANSON R., L., LARDY, H., A. {(1970).
Inhibition by hydrazine of gluconeogenesis in the rat. J. Biol.

Chem. 245,690-696.

49



39. CHAMPELL, J., B. (1968) Systems used for the transport
of sustrates into mitochondria.

Brit. Med. Bull. 24,150,
40.

GREENSPAN, M., D., PURVIS, J., L. (1968). The Energy-

linked dncorporation of diphosphopyridine nucleotide

into rat
liver mitochondria.

J. Biol. Chem. 243:2921.

41. GIMPEL, J., A., DE HAAN E., TAGER, J.

(1973). Biochem.
Biophys. A. 292:582.

42, DAWSON,A.,G. (1982).

Rapid oxidation of NADH via the
reconstituted malate-aspartate

shuttle in

systems containing
mitochondrial and soluble fractions of rat

liver: dmplications
for ethanol metabolism. Blochem. Farmacology. 31(17)2733-2738.

43, SCHNEIDER, W..s Cos HOGEBOON, G., G. (1950).
Intracellular distribution of enzymes. J.Biol, Chem. 183;123-128.

44. BERGMEYER, H.,V., "Methods of Enzymatic Analysis™
Impresion 1965 Verlag Chemie G.M.B.H. Welnheim Bergstr.,
Academic Press, New York and London,

45.  TOOD-SANFORD. DiagnSstico ClInico por el Laboratorio.

Salvat Editores. 6a. Edicidn, 1982 México. p. 606.

46. YAMAZAKI, R., K., GRAETZ, G.,S.

(1977). Glucagon
stimulation of

citrulline formation in isolated

hepatic
mitochondria. Archiv. Biochem. Blophys. 178319~25.
47, WIKENING, J., NOWACK, J.,DECKER,K.(1975). The
dependence of glucose formation from lactate on the adenosine
triphosphate content 1in the 1isclated perfused rat liver.

Biochem. Biophys Acta. 392,299:309.
48. STUCKI, J.W., BRAWAND, F., WALTER, P.(1972), Regulation
of pyruvate metabolism in rat-liver

mitochondria by adenine

50



nucleotides and fatty acids. Eur. J. Biochem. 27,181-191.

49. WIELAND, O.H., PORTENHAUSER, R.(1974). Regulation of
pyruvate~dehydrogenase interconversion in rat-liver mitochondria
as related to the phosphorylation state of intramitochondrial
adenine nucleotides. Eur. J. Biochem. 45,577-588.

50. FRIEDMANN, N.K. (1986). What is the role of Ca?* in the
hormonal stimulation of gluconeogenesis? TIBS 11; 276-279.

51. CHAGOYA DE SANCHEZ V.- Comunicacidn Personal.

51



Al

MbHe

- Malato=x




CITOSOL

MITOCONDRIA

ASPARTATO ~wa—]

Arginin
Succinico
Sintetasa

ARGININ CITRULINA cg———
_ SUCCINATO
Arginin
succinasa
FUMARATO
ARGININA
Arginasa
UREA

AOA
GLU
« -CG

ASPARTATO

CITRULINA

Pi
Ornitin-~
transcar-
bamilasa

CARBAMOIL.~P

ORNITINA ————™= ORNITINA

ADP
- Carbamoil~P- N-ACETIL
sintetasa GLUTAMATO
TP

FIG. 2. CICLO DE LA UREA.

NH,t + HCO3™



MITOCOSDRIA

~ ARGININ

INTERRELACIO




CiTOSOL N ' . MITOCONDRIA

JLAGTATO: . s
NAn*‘)
MHADH #

. PIRUVATO

ASPARTATO

2-FOSFOGLICERATO ..

3-FOSFOGLICERATO
(ATP:,

‘ ADP

1,3-DIFOSFOGLICERATO - <

C;\'Auu o

1/2: GLUCOSA

FIG. 4. GLLC TR DE.LACTATO EN;HIGADO DE'RATA:




CITOSOL

"ALANINA

=CG

Q.GLUV

PLRUVATO

MA LATO o~
(?\AD"' '
NADH

AOA

MITOCCKNDRTA




J moles/br./g. DE HisAco

80-

70—

50

40 -

30~

DETERMINACHR

JE GLUCOSA VY

DFE LACTATO i REIBANADAS DE HIGADO

UREA A PARTIR

o-

1's
GLUCOSA

{>—————conTROL
&O—————-npenosina

T
‘45

@ SEn—— CONTROL

ADENOSINA

R
6 Ominutos

FIG, 6



Jiinoies/hr/y. GE HiGADD

100~

90

80

70~

60

50

40—

30 -

20

10-

DETERMINACION DE GLUCOSA Y UREA A PARTIR

DE PIRUVATO FN REBANADAS DE l!IGADD

-

1's

GLUCGSA

{>—————CONTROL
——————ADEKDSINA

30

a's

UREA

o S— CONTROL
c__.__,_....-ADEHDSIHA

iy SR
60 minutos

FIG, 7



INCORPORACION DE EC (U} LACTAT? ENM ASPARTATO Y MALATO EN
RETANADAS DE HIGADD

700~ 700-'
1 )

i

6001 . . !

600
»

—

o . : o
e - :
) S
£odh I
£ 30073 =
< =
€
e
200:} " =
-3 s =]
——] =
=
10 |1 - ! % =
l E =
o 1 (==
cORTNOL 18 T 1% 32 S0 minutos




INCORPORAGIGR DE [L~T} PIRUVATG EN ASPARTAL. Y WiALATG &
REBANADAS BE HiGADD

700y - 700-
i ,
600-} ! . 600~
500~ ; s00— i
|
gann- ; ) Ef 400-
i I
300- % 300—
: ' X
| = - T
i =
2003, é N 200-
i é N
: =z
100~} é N 100—
; A T
! Z = S
o-f i ] = — o-i—
CONTROL 15 30 60minutos CONTROL 15
A S P AR T A T O M A L A T O

FiG, 9



pmolesthymg

100y,

90—
8o~
70~

60—3!

40—

30!

20—

INCORPORACION DE ,:C (L‘I*LACTATG S AGFARTAYS Y WALATG BN

MITOCOWGRIAS AISLADAS Ciiv  wiAluioie  S0LUBLE
100

X
\

IR

90—

40-

. pmoles/hi/mg

20

i

i0-

CONTROL

A S

-
«

P A

30minutos

T AT O 16, 10

5| TN

CONTROL

M A LATO® O

30minutos



T 70—

pmofes/hymg

100—

90—

80~

60—

50—

40—

30—

20|

INCORPORACION DE Ei‘(ﬂ‘ PIRUVATG EN ASPARTATG Y NALATG EN
ViTOCGNDRIAS AIiSLADAS CoN FAACGIUN SGLUBLE

NN

100—

90—

60~

50-

40—

pmolessheymg

30-

20+

- ————
CONTROL 5

A'S PAR

30 minutes CONTHOL 15

TATO fig, 11 Vi A LATO

30minutos



CITOSOL : MITOCONDRIA

LACTATO
Nap™
1
NADH
PIRUVATO e e PIRUVATO
‘Acctil;CoA
. " CLTRATO :
* UREA- ASP ) COy ... |
C f }30 Yy
] By
AON 5 MALATO MALATO )
) sL : o s
PEP
GLUCOSA
CFIG. 12.

1. LACTATO DESHIDROGENASA.

2. PIRUVATO CARBOXILASA.

3. "~ PIRUVATO DESHIDROGENASA.

4. MALATO DESHIDROGENASA MITOCONDRIAL.

5. TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA MITOCONDRIAL.
6. TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA CITOSOLICA.
7. MALATO DESHIDROGENASA CITOSOLTCA.

8. FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXICINASA.



TABLA 1.

OXIDAGION 'DE ‘SUSTRATOS POR REBANADAS HEPATICAS



TABLA 2

OXILACION DE [34C(U)}-LACTATO A CO,

OXIDACION DE {i-14C]-PIRUVATG A COp

TLiEMPO

CONTROL TRAT. EXPERIMENTALES

‘epm.x 103/mg/hr min.
'5.23 %.1.13.(5) 15

30 . 2.51 * 0.88 (7)

’

© 0.89 *0.19 (4) 1.28 *0.157(5) .

TiEMPQ
CONTROL TRAT, EXPERIMENTALES

epm x 103/mg/hr cpm x 103Img/hr min. cpm x 103/mg/hr

+0.07.(5)

6+ 0505:(6):

OXIDACION DE SUSTRATOS POR MITOCONDRIAS ALSLADAS

CON FRACCION SOLUBLE.
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