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5.1. Parte 1: ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y COMPOSICIÓN DEL
ACERVO DE AMINOÁCIDOS LIBRES DEL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPÜLAR

5.1.1. PESO Y COMPOSICIÓN DEL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPULAR.

El peso y la composición del TAMI mostró variaciones en función de la
situación fisiológica a la que se encontraba sometido el animal. De esta
manera el ayuno de 24 horas indujo en los animales una disminución del peso
corporal de un 10,7% y un descenso similar en el peso del TAMI, por lo que
en proporción al peso corporal el peso de este tejido no se modificó, tal
como ya habían señalado otros autores para un ayuno de esta duración (Tulp,
1983). Aunque la cantidad relativa de proteínas aumentaba, la cantidad total
de proteínas del tejido no se afectaba (30,5 ± 3,3 mg en los controles y
29,4 ± 2,3 mg en los animales ayunados), a diferencia de lo que se observa
en situaciones de ayuno más prolongadas en las que hay una disminución
tanto de las proteínas totales como de las mitocondriales, coincidiendo con
una disminución de la capacidad termogénica del tejido (Rothwell et al.,
1984),

Los efectos de una exposición aguda al frío sobre el peso del TAMI son
similares a las del ayuno, con una disminución del peso absoluto del tejido
pero no del relativo. Esta disminución es atribuïble a la desaparición
activa de los lípidos, que son utilizados como substrato termogénico, con la
correspondiente disminución de este componente tisular; por otra parte hay
un aumento relativo en la proporción de proteínas que no afecta a su
cantidad absoluta (30,5 ± 2,3 mg en los controles y 33,6 ± 1,3 mg en los
animales sometidos a frío agudo). Más acusado es el efecto de la exposición
crónica, en la que se observa un claro aumento del peso del tejida,
atribuíble a la hiperplasia del TAMI como respuesta a la aclimatación al
frío relacionada con una mayor capacidad de respuesta calorigénica a las
catecolaminas (Bukowiecki et al., 1982).

La exposición crónica al frío determina un incrementa notable en la
ingestión de alimento, tal como han descrito otros autores en la rata
(Trayhurn, 1979; Portât, 1981; Kühn et al., 1983) y en el ratón (Trayhurn,
1979), y que puede explicarse en función del incremento de la tasa
metabòlica en estos animales (Himms-Hagen, 1986); sin embargo, a pesar de
ello el crecimiento de estos animales es menor al de los aclimatados a
22°C. Esto es debido a que la energía extra ingerida es utilizada
preferentemente como combustible para satisfacer las mayores necesidades
termogénicas de estos animales, con una mayor producción de calor. De esta
manera, tras un periodo de 15 días de aclimatación al frío se observaron
notables diferencias entre este grupo y el control:

CONTROL FRIÓ CRÓNICO
Peso corporal (g): inicio 200,2 200,6

final 287,3 249,3
incremento 87,1 48,7

Tasa de crecimiento (g/día) 5,81 3,25
Pienso ingerido (g) 343,6 452,7
Energía ingerida (kJ) . . .-. 4157,6 • . 5477,7

<kJ/W°'72/día) 680,4 992,8
Energía depositada (kJ) . . 1498,1 837,3

El valor correspondiente a la energía depositada se ha calculado asumiendo
un valor medio de 17,2 kJ (Bothwell y Stock, 1979) como coste energético
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por gramo de peso corporal incrementado. Calculando la eficiencia como el
cociente entre la energía depositada y la ingerida se obtienen los valores
del 36,0% para los animales del grupo control y del 15,3% para los
aclimatados al frío, es decir una eficiencia inferior a la mitad de la de
aquéllas.

5.1.2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y COMPOSICIÓN DEL ACERVO DE AMINOÁCIDOS
LIBRES EN EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPULAR.

El TAMI presenta actividades détectables para las distintas
actividades enzimáticas estudiadas, y que en lineas generales son similares
a las observadas en el hígado y el músculo esquelético, que son los
principales tejidos implicados en el metabolismo de los aminoácidos.
Únicamente no se han detectado actividades correspondientes a los enzimas
arginasa y serina deshidratasa, enzimas que• en la rata se encuentran
principalmente confinados en el hígado (Remesar et al., 1980a; Palou et al.,
1980b). La ausencia de arginasa, uno de los enzimas clave en el ciclo de la
urea, indica que dicho ciclo no es funcional en el TAMI. Por otro lado, la
serina deshidratasa es un enzima clave en la utilización gluconeogenética de
la serina por parte del hígado del animal adulto (Sandoval y Sois, 1974),
siendo nula en la mayor parte de los restantes tejidos (Palou et al.,
1980b), lo que sugiere que el TAMI es incapaz de utilizar metabólicamente la
serina, al menos a través de su desaminación directa.

Para los restantes enzimas estudiados, el TAMI muestra actividades
comparables a las halladas en el músculo esquelético e incluso a las del
hígada. Las actividades halladas en el hígada, músculo y tejido adiposo
blanco son similares a las descritas en otros estudios llevadas a cabo
anteriomente en nuestra Departamento, especialmente en lo que se refiere a
la alanina (Palou et al., 1980a) y aspartato transaminasas (Remesar et al,
1980c) y la glutamato deshidrogenasa (Remesar et al., 1980b). Las
principales, diferencias con relación a estos estudios se observan en la
glutamina sintetasa (Aróla et al., 1981a) y en la adenilato desaminasa
(Aróla et al., 1981b) del músculo esquelético; estas diferencias pueden
atribuirse principalmente a razones metodológicas, especialmente a la
composición del medio de hamogenización utilizado (García-Palmer et al.,
1985). Por otra parte, las actividades halladas para la transaminasa de
aminoácidos de cadena ramificada son similares a las descritas para estos
tejidos por Ichihara (1975) y Kadowaki y Knox (1982).

Con relación al tejido adiposo blanco, el TAMI presenta actividades
más altas y por lo tanto una mayor capacidad potencial de metabolización de
los aminoácidos, si bien al efectuar la corrección en función del contenido
en proteínas aparece una clara similaridad entre ambos, aunque se mantienen
las diferencias en la aspartato transaminasa, glutamina sintetasa y
adenilato desaminasa en las hembras y la aspartato transaminasa,
transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada, glutamato deshidrogenasa
y adenilato desaminasa en los machos. Esta mayor actividad viene
determinada también por el mayor flujo sanguíneo a través del TAMI.

No se aprecian en ningún caso diferencias debidas al sexo de los
animales en las actividades enzimáticas en el TAMI, si bien en todos los
casos (salvo para la glutamina sintetasa) la tendencia observada es hacia
una mayor actividad en las hembras que en los machos, hecho que quizá este
de acuerdo con la mayor capacidad de producción de calor observada en las
hembras (Castellà y Alemany, 1985).
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La alanina transaminasa muestra en el TAKI una actividad notable,
mayor que la del músculo y aproximadamente la tercera parte de la
observada en el hígado. Este hecho se relaciona con la capacidad del TAMI
de utilizar la alanina, de acuerdo con los estudias realizadas in vívot en
los que se ha observado la incorporación de los carbonos de este aminoácido
preferentemente en los lípidas del tejido (Prats, 1985; Monfar et al., 1987).
En tal caso, el papel de este enzima en el TAXI estaría más próximo al del
hígada (como tejido que utiliza la alanina) que al del músculo (como tejido
productor de alanina), si se hace referencia a estos dos tejidos
paradigmáticos implicados en el ciclo de la glucosa-alanina (Felig, 1973).

La actividad de la aspartato transaminasa parece estar más relacionada
con el intercambio de substratos entre el citoplasma y la mitocondria que
con la utilización del aspartato (Dennis y Clark, 1978); también interviene
activamente en la vía de suministro de nitrógeno 2-amínico procedente del
glutamato hacia los ciclas de la urea y del purín-nucleótido. El TAMI, como
tejido que oxida el exceso de substratos, no parece necesitar tales
intercambias intracelulares a gran escala, y es posiblemente por esto por
lo que la actividad de este enzima es comparativamente baja con relación a
la que presentan el hígado y el músculo esquelético.

La transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada es un enzima
importante implicado en la primera etapa del catabolismo de estos
aminoácidos, cuya utilización como substratos energéticos es característica
del músculo (Odessey y Goldberg, 1972), si bien es un enzima ampliamente
distribuido en los tejidos de la rata (Kadowaki y Knox, 1982). La presencia
de una actividad leucina aminotransferasa en el TAMI del ratón fue señalada
por Rous et al. (1980), quienes indicaron que este tejido era capaz tanto de
transaminar activamente este aminoácido como de descarboxilarlo. La elevada
actividad hallada en el músculo esquelético está de acuerdo con esta
observación, aunque de todas formas las actividades del TAKI y del tejido
adiposo blanca, cuando se expresan en función del contenido en proteínas,
son comparables a las de aquél, mientras que la del hígado es
considerablemente inferior, tal como se señala en la bibliografía (Ichihara,
1975; Kadowaki y Knox, 1982). Esta elevada actividad hallada en el TAMI
sugiere una cierta capacidad metabolizadora de los aminoácidos de cadena
ramificada, lo que se relaciona con la elevada capacidad lipolítica del
tejido, ya que la degradación final de los 2-cetoácidos de cadena ramificada
sigue esencialmente las vías de degradación de los ácidos grasas (Bender,
1975); esto sugiere la posibilidad de que estos aminoácidos puedan ser
utilizados como substratos energéticos para el mantenimiento de la
termogénsis del tejido.

La adenilato desaminasa es un enzima clave del ciclo del purín-
nucleótido (Tornheim y Lowenstein, 1972), al que se le ha propuesto un papel
significativa en el hígado en la conversión del exceso de nitrógeno 2-
amínico en amonio,, a través del .cicla, del .purín-nucleótido-(Moss y McGivan,
1975). La actividad hallada en el TAMI es mayor que la del hígado, aunque
muy inferior a la del músculo esquelético, que es el tejido en el que la
actividad de este enzima es mayor (Aróla et al., 198Ib). La actividad
presente en el TAMI probablemente no está acoplada con el proceso
glucolítico, a diferencia de lo que sucede en • el • músculo (Tornheim y
Lowenstein, 1972; Tornheim, 1979), sino que el alto potencial de producción
de amonio parece relacionarse con una capacidad metabolizadora de
aminoácidos por parte del tejido. Recientemente se ha sugerido que el
fumarato formado en el ciclo del purín-nucleótido puedu tener una función
anaplerótica, proporcionando intermediarios del ciclo de Krebs, lo que
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permitiría un incremento de la respiración mitocondrial durante la
contracción muscular (Flanagan et al., 1986), por lo que no puede
descartarse que en el TAMI pudiese también tener en parte un papel similar.
La actividad hallada en estos experimentos es mayor que la descrita por
Cooney et al. (1986), pudiéndose atribuir las diferencias a las distintas
metodologías empleadas en cada caso, en especial por lo que se refiere a 'la
temperatura de valoración, la cual afecta notablemente a la actividad de
este enzima (Kaletha, 1976).

El elevado potencial de producción de amonio del TAMI a través de la
adenilato desaminasa es parcialmente compensado por las altas actividades
de dos enzimas que pueden actuar teóricamente como receptares de dicho
amonio, la glutamato deshidrogenasa (McGivan y Chappell, 1975) y la
glutamina sintetasa (Takagaki et al., 1961); cabe recordar que la glutamina
es una forma no tóxica de transporte de nitrógeno hacia los tejidas del
lecho espláncnico, donde se verifica su eliminación en forma de urea
(Aikawa et al., 1973). Para ambos enzimas la actividad presentada por el
TAMI es mayor que la del músculo esquelético y menor que la del hígado.

Todos estos datos parecen sugerir un activa potencial metabolizador de
aminoácidos por parte del TAMI, de forma que esta maquinaria enzimática,
unida a la elevada capacidad metabòlica del tejido y al elevada flujo
sanguíneo que recibe, parecen sugerir que los aminoácidos pueden representar
una parte importante de los substratos que el tejido utiliza como
combustible termogénico; al menos existe una capacidad enzimática suficiente
para ellos. Por las actividades halladas para los enzimas estudiados, el
TAMI ocuparía una posición intermedia entre el hígada y el músculo,
principales tejidos implicados en el metabolismo de los aminoácidos y que
representan los dos extremos del sistema de transporte de nitrógeno 2-
amínico por la sangre (Felig, 1973); así pues, el TAMI se diferencia en lo
referente al metabolismo de los aminoácidos de lo que sucede con los
enzimas del metabolismo de los glúcidos y de los cuerpos cetónicos, en los
que el TAMI está más próximo al tejido adiposo blanco que al hígada (Coaney
et al., 1986).

Por lo que se refiere a la composición del acervo de aminoácidos
libres del TAMI, se observa que cuando se expresa dicho contenido en
función del peso del tejido, la concentración total de aminoácidos es menor
a la de otros tejidos de la rata como el hígado y el músculo, si bien
notablemente superior a la presente en la sangre o el plasma (Soley et al.,
1982). El aminoácido predominante es la taurina, hecho que ha sido
repetidamente observado en diferentes tejidos de la rata (Hayes y Sturman,
1981; Soley et al., 1982; López-Tejero et al., 1987), aunque no se ha podido
concretar definitivamente el papel que juega en el metabolismo del animal.
También son particularmente abundantes los aminoácidos gluconeogenéticos,
especialmente alanina, glutamato, glutamina y glicina, hecho que se repite
en otros tejidos de la -ata (Soley y Alemany, 1980b; Soley et al., 1982;
Pastor-Anglada et al., 198b) y también en otras especies (Buttery y Rowsell,
1974; Hosaki et al., 1985). Por otra parte, la concentración de los
aminoácidos esenciales respecto al total es pequeña ya que apenas
representan el 7,5% del total, de modo similar a lo que ocurre en hígado y
músculo (Soley et al., 1982).
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TABLA 5.1.- RELACIONES DE CONCENTRACIÓN TEJIDO/SANGRE Y TEJIDO/PLASMA.

CONTROL AYUNO FRIÓ AGUDO FRIÓ CRÓNICO

Ala
Glu
Gin
Asp
Asn
Ser
Thr
Gly
Pro
Lys
Arg
His
Cit
Orn
Leu
Ile
Val
Tau
Cys#
Met
Phe
Tyr
Trp

S

6,9
6,7
4,1
20,7
2,6
2,2
2,7
4,3
2,3
1,1
1,2
1,9
3,3
3,0
i ̂i, ó
1,7
1,9

50,1
10,8
2,1
1,3
1,5
3,1

P

7,6
18,9
2,7
20,8
3,4
2,8
3,0
4,8
3,0
1,3
2,1
2,1
3,8
3,4
1 Oj., y
2,0
2,1
49,9
6,3
2,0
1,5
1,7
0,6

S

3,6 *
6,8
1,9 *
12,8 *
1,7 *
1,0 *
1,5 *
2,8 *
2,1
0,8 *
1,0 *
1,6 *
2,8
2,4
1 o

» ̂

1,5
1,4 *
25,5 *
9,4
1,6
1,2
1,3
3,5

P

4,6
20,7
1,8
20,5
2,7
1,5
1,7
3,0
3,0
0,9
1,7
1,9
2,5
2,3

1,8
1,5
39,5
6,2
1,6
1,3
1,5
0,6

*

Ir

*

*
*

*
*

*
*

*
*

S

4,9
4,9
8,1
16,7
1,3
2,4
3,3
2,6
2,4
1,5
1,2
1,7
3,4
5,0

1,3
1,2
24,7
5,7
1,4
1,3
1,5
2,8

t
t
Ir

*

t

*

*

*

*

*

*

*

*

P

6,8
15,7
2,9
23,4
1,9 *
3,2
3,6 *
3,3 *
3,2
1,7 *
2,0
1,9
3,2 *
4,8

1,5 *
1,3 *
25,5 *

1,0 *
1,6
1,7
0,7

S

3,9
16,5
2,8
27,3
0,8
1,9
1,6
3,4
1,4
0,7
0,7
1,4
1,7
1,2
1 -- A, y
1,0
1,3
32,5
4,3
0,8
0,9
1,0
0,8

*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*
*
*

*
•»
*
*
*
*
*
*

P

3,9
46,8 *
3,0
23,6
1,2 *
2,3 *
1,9 *
3,8 *
2,3
0,8 *
1,1 *
1,4 *
2,0 *
1,3 *
1 . f\ », U *
0,9 *
1,3 *
47,5
1,9 *
0,5 *
0,9 *
1,1 *
0,3 *

Total 5,9 6,2 3,6 * 4,7 * 4,9 * 5,0 * 5,6 6,5 *

Relaciones: S = (¿imoles/1 agua tisular)/ (umoles/1 sangre)
P = (umoles/1 agua tisular)/ (¿imoles/1 plasma)

Significatividad entre grupos: * = p<0,05 respecto control.

Cys# = cisteína + cistina + cisteato, expresados como cisteína.
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5.1.3. EFECTO DEL AYUffO Y DEL FRIÓ SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y LA
COMPOSICIÓN DEL ACERVO DE AMINOÁCIDOS LIBRES DEL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN
INTERESCAPULAR.

Se discuten a continuación las variaciones observadas en las
actividades de los distintos enzimas estudiados, así como en el acervo de
aminoácidos libres del TAMI como consecuencia del ayuno o de la exposición
aguda o crónica al frío. Para ello se han considerado las relaciones de
concentración de los distintos aminoácidos entre el TAMI y la presente en
sangre y plasma (tabla 5.1), debido al reconocido papel que juegan las
células sanguíneas en el transporte de aminoácidos entre los distintas
órganos del animal (Elwyn, 1966; Feiig et al., 1973; Viñas, 1986), así como
por las diferencias en la composición del acervo de aminoácidos entre el
plasma y la sangre total.

5.1.3.1. EFECT-O DEL AYUNO.

Es un hecho bien conocida que el metabolismo y el transporte inter-
órganos de los aminoácidos está aumentado durante el ayuno, incrementándose
el flujo de alanina y de glutamina desde los tejidos periféricos hacia los
órganos del lecho espláncnico <Aikawa et al., 1973; Felig, 1973; Ruderman,
1975), incrementándose la utilización hapática de alanina como parte del
ciclo de la glucosa-alanina (Felig, 1973). En parte este flujo es utilizado
para la gluconeogénesis hepática así como para el transporte del nitrógeno
amínico hacia el hígada, para facilitar su eliminación principalmente a
través del ciclo de la urea.

El TAMI de los animales sometidas a ayuno muestra un notable descenso
en los niveles de aminoácidos tanto si se expresa por peso de tejido como
por peso de agua tisular; los aminoácidos más afectados son la taurina,
alanina, glutamina, serina y treonina. Por otra parte el ayuno de 24 horas
provoca también una disminución de los niveles plasmáticos de aminoácidos
totales mientras que aumenta la concentración a nivel de la sangre total,
hecho ya descrita en la rata (Soley et al., 1982), con el consiguiente
incremento en la relación células/plasma que se asocia con el importante
papel que juegan los eritrocitos en el transporte interorganal de
aminoácidos (Elwyn et al., 1972; Viñas, 1986). El incremento en los niveles
sanguíneos puede relacionarse con la mencionada movilización de aminoácidos
desde los tejidos periféricos y hacia los órganos del lecho espláncnico
(Aikawa et al., 1973; Felig, 1973; Ruderman, 1975). También se produce un
descenso en la concentración de glucosa y un aumento en los niveles de
ácidos grasos plasmáticos (Palou et al., 1981), este último relacionado con
el incremento de la lipolisis en el tejido adiposo blanco.

Las tasas de extracción de aminoácidos circulantes pueden verse
afectadas por el descenso en el flujo sanguíneo como consecuencia del ayuno;
de la misma forma que se ven afectadas la capacidad termogénica del tejido
y su actividad metabòlica global disminuyen en las situaciones de privación
de alimento (Rothwell et al., 1984). A pesar de la disminución de la
utilización energética de substratos, los cambias observados en el
aminograma tisular con relación a los de los enzimas estudiados, sugieren
una posible contribución de los aminoácidos como combustible del
metabolismo energético del tejido. Los principales descensos en las
concentraciones de aminoácidos se observan a nivel de los no esenciales,
situación que está de acuerdo can lo observado en otros órganos de la rata
durante el ayuno (Soley et al., 1982), y corresponde a la aplicación de una
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estrategia de conservación del nitrógeno amiínico en general, y de los
aminoácidos esenciales en particular, durante las situaciones de ayuno
(Cahill, 1970).

El descenso de los niveles de alanina en el TAMI, asociado a la
disminución observada en su relación de concentración tisular con respecto
a la circulante, sugiere la utilización de este aminoácido por parte del
tejido, probablemente con finalidad energética, de acuerdo con lo observado
en estudios realizados în vivo (Monfar et al., 1987). La falta de cambios en
la alanina transaminasa, hecho similar al observado en el hígado (Palou et
al., 1980a) sugiere que este enzima se encuentra presente en el tejido en
una cantidad suficiente como para satisfacer el incremento de la utilización
de alanina, al igual de lo que acontece en hígada y músculo.

Ho se han observado cambios en la concentración de glutamato del
TAMI, ni tampoco en las relaciones de concentraciones tejido/sangre ni
tejido/plasma, lo que está de acuerdo con el papel central que este
aminoácido juega en el metabolismo global de los aminoácidos y en la
economía del nitrógeno. El descenso observado en la actividad glutamato
deshidrogenasa puede asociarse a la conservación de los niveles tisulares
de glutamato, cuya proporción respecto al porcentaje total de aminoácidos
sube del 9 al 15% como consecuancia del ayuno. Por otra parte, la relación
de concentración glutamato/aspartato (3,3 en los controles y 3,7 en los
animales ayunados) se mantiene prácticamente constante, de acuerdo con el
papel equilibrador que desempeña la aspartato transaminasa, cuya actividad
en el TAMI parece ser sufucuente como para mantener el equilibrio entre
ambos aminoácidos.

La falta de cambios en la glutamina sintetasa contrasta con el
descenso que para este enzima se ha observado en el ayuno y el incremento
en este misma situación en el del músculo (Aróla et al., 1981a). Las
relaciones de concentración para el par glutamina/glutamato (0,87 en los
controles y 1,45 en los ayunados) se incrementan considerablemente con el
ayuno, sugiriendo un cambio en la captación de este aminoácido, dado que la
relación entre la concentración tisular y la presente en sangre o plasma
puede relacionarse tanto con una menor captación o una menor producción, si
bien esta última posibilidad es poco probable pues la actividad de la
glutamina sintetasa no varía, mientras que la disponibilidad de glutamato en
el tejido se mantiene o inclusa aumenta ligeramente.

Por otro lado, el descenso observado en el enzima productor de amonio
adenilato desaminasa, al igual que sucede en el hígado de los animales
ayunados (Aróla et al., 1981b) sugiere una menor producción de amonio, el
otro substrato de la glutamina sintetasa. La baja actividad del ciclo del
purín nucleótido, unida al mantenimiento de la actividad de la transaminasa
de los aminoácidos de cadena ramificada, se inscribe dentro de un esquema
general de conservación del nitrógeno amínico que caracteriza al ayuno en
los mamíferos (Cahill, 1970).

En líneas generales puede considerarse a partir de los resultados
obtenidos que en una situación de ayuno de 24 horas el TAMI puede presentar
una cierta capacidad de utilización de los aminoácidos, que afectaría
principalmente a los no esenciales mientras que habría una tendencia hacia
la conservación de los esenciales. En este sentido, el menor potencial
generador de amonio que se observa en el tejido en esta situación está de
acuerdo con la conservación de nitrógeno a nivel de todo el organismo que
caracteriza el ayuno. Por otra parte, las menores relaciones de
concentración entre el tejido y sangre o plasma sugiei dn unas menores tasas
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de extracción, hecho al que debe unirse el menor efecto del flujo sanguíneo
a través del tejida.

5.1.3.2. EFECTO DEL FKIO.

La exposición aguda al frío afecta a la actividad termogénica del TAM,
principalmente por estimulación adrenérgica. Como resultado de esta
estimulación se incrementa la oxidación de lípidos (Portet, 1981) y el
desacoplamiento de la fosforilación oxidativa (Hedergaard y Cannon, 1985),
mientras que durante la aclimatación al frío estas respuestas son
progresivamente moduladas por la adaptación del tejido, lo que comporta
cambios en el contenido de proteínas mitocondriales y de termogenina
(Sundin y Cannon, 1980), así como un incremento en el flujo sanguíneo a
través del tejido (Foster y Frydman, 1978b). El resultado conjunto de todos
estos cambios es un incremento en la producción de calor que tiene por
finalidad el mantenimiento de la temperatura corporal.

La exposición aguda al frío provoca sólo pequeños cambios en las
actividades de los enzimas implicados en el metabolismo de los aminoácidos,
así como cambios en la composición en el acervo aminoacídico del TAM I
menores de los que induce la aclimatación al frío. En este sentido las
diferencias entre los dos grupos de animales expuestos al frío son más
marcadas que las existentes entre el grupo control y el de frío agudo.

Algunos aminoácidos son probablemente más accesibles en el tejido de
los animales expuestos de forma aguda al frío que en los controles, como
puede observarse a partir de las concentraciones tisulares de los mismos.
La exposición aguda al frío no modifica la concentración de aminoácidos
totales del tejido cuando se efectúa la corrección en función del contenido
de agua tisular, aunque sí se observan cambios en la mayor parte de dichos
aminoácidos. La pérdida global de aminoácidos tisulares de estos animales
es principalmente atribuíble a los descensos en las concentraciones de
taurina y de alanina, pudiendo estar relacionado este último con la
utilización de este substrato por parte del tejido (Prats, 1985; Monfar et
al., 1987). Otras concentraciones tisulares varían también aunque en menor
proporción absoluta con relación a los controles.

La aclimatación al frío provoca un aumento de los aminoácidos libres
del tejido cuando los resultadas se expresan corregidos por el contenido de
agua tisular. Dicha exposición crónica al frío da lugar a una considerable
disminución en la concentración de la mayor parte de los aminoácidos
esenciales, así como en las de alanina y glutamina, la cual es compensada
por los elevados incrementos producidos en los niveles de glutamato. Este
hecho parece sugerir un flujo de nitrógeno amínico hacia glutamato, si bien
esta tendencia aparece ligeramente modificada cuando las concentraciones
tisulares se comparan en función de las presentes en sangre o en plasma,
que pueden llegar a dar .interpretaciones muy diferentes.

El frío induce un incremento de la concentración sanguínea de
aminoácidos, lo que puede relacionarse con una activación del metabolismo
de estos compuestos por parte del hígado (Whitten et al., 1970), unida a un
incremento de la movilización de las proteínas musculares (Smith, 1976); el
resultado es un balance nitrogenado negativo y una mayor excreción de urea
(Bodansky y Duff, 1936; Young y Cook, 1955), lo que se refleja en un
incremento de los niveles de urea plasmática. También se produce un
incremento de los niveles de ácidos grasos plasmáticos como consecuencia de
la movilización de las reservas lipídicas para satisfacer la mayor demanda
termogénica en estos animales (Portet, 1981)
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Los cambias en las concentraciones de aminoácidos circulantes son en
parte paralelos a los observados en el TAMI, lo que permite hacer más
comparables las situaciones de exposición aguda y crónica al frío. En ambos
casos la mayor parte de las relaciones de concentración de aminoácidos
muestran una tendencia comparable, como ocurre en los casos de la alanina,
asparraguina, glicina, aminoácidos de cadena ramificada, taurina, metionina,
"cisteína" y citrulina, así como para el conjunta de los aminoácidos totales.
Ello sugiere la existencia de un proceso relativamente uniforme en la
adaptación del metabolismo de los aminoácidos en el TAMI como consecuencia
de la exposición al frío, lo que está de acuerdo con la uniformidad que se
observa en la tendencia al cambio de algunas de las actividades enzimáticas
estudiadas, como son la glutamato deshidrogenasa, la transaminasa de
aminoácidos de cadena ramificada y la adenilato desaminasa, incrementándose
la actividad de las dos primeras en función de la duración de la influencia
del frío y disminuyendo la de la adenilato desaminasa.

Los cambios en las relaciones de concentración de los distintos
aminoácidos tisulares con respecto a los circulantes pueden ser atribuidos a
variaciones en la captación o liberación de los mismos por parte del tejido,
o bien a cambio de su producción y utilización. Sin embargo, a partir de los
cambios observados en las proteínas totales en ambas situaciones de
exposición al frío, puede asumirse que el tejido no genera un flujo
significativo de aminoácidos desde sus propias proteínas, por lo que los
cambios en dichas relaciones de concentración sólo pueden ser la
consecuencia de alteraciones en el intercambio de aminoácidos con la sangre
o de cambios debidos a intercon vers iones entre diferentes aminoácidos.
Estos datos, unidos a los que nos proporcionan las actividades de los
diferentes enzimas estudiados, parecen sugerir que-el TAMI acumula glutamato
a expensas de otros aminoácidos, hecho que está de acuerdo con el
incremento que paralelalmente se observa en el caso del aspartato, y que es
debido al equilibrio existente entre ambos aminoácidos por la presencia en
el tejido de niveles suficientes de aspartato transaminasa. Por otra parte,
los niveles de glutamina disminuyen sensiblemente como consecuencia de la
aclimatación al frío a pesar de los altos niveles de glutamato, mientras que
la relación de concentraciones con respecto a la sangre también disminuye
con la duración de la exposición al frío; este hecho coincide con un
descenso significativo de la actividad de la glutamina sintetasa en las
ratas aclimatadas al frío cuando ésta se expresa en relación al contenido
de proteínas del tejido. Estos datos sugieren una menor captación de
glutamina por parte del tejido o, más probablemente, una menor síntesis de
este aminoácido por parte del tejido.

Por otro lado, el incrementa de la actividad de la glutamato
deshidrogenasa no puede correlacionarse directamente con los datos
disponibles debido a la reversibilidad del enzima, de modo que la actividad
dirigida hacia la síntesis de glutamato, como - .n el caso del hígado (McGivan
y Chappell, 1975) puede ayudar a explicar el origen del glutamato, mientras
que su actividad en sentido contrario puede explicarse como una
consecuencia del incremento en los niveles tisulares de este aminoácido y
la necesidad de metabolizarlo, dado que la actividad del ciclo del purín-
nucleótido parece considerablemente disminuida a la vista de los resultados
obtenidos para la adenilato desaminasa. Esta posible incapacidad para
convertir el nitrógeno amínico en amonio podría contribuir al mantenimiento
de los altos niveles de aspartato, y al mismo tiempo está de acuerdo con el
descenso observado de los niveles de actividad de la glutamina sintetasa,
ya que ambos enzimas son respectivamente el principal productor (Moss y
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McGivan, 1975) y el principal destoxificador (Takagaki et al., 1961) del
amonio en los tejidos periféricos. La glutamina sintetasa puede también
estar relacionada con la síntesis de las purinas, función especialmente
importante en un tejida que muestra una clara hiperplasia como es el caso
del TAMI como consecuencia de la aclimatación al frío (Bukowiecki et al.,
1982).

Las concentraciones sanguínea y plasmática de los aminoácidos de
cadena ramificada presentan un incremento progresivo con la duración de la
exposición al frío, aecho que ya había sido mencionado por otros autores
(Kuroshima, 1979). Por contra, la concentración de estos aminoácidos se
mantuvo en el tejido en condiciones en las que sus relaciones con respecto
a la sangre o al plasma descendieron progresivamente con la influencia del
frío. Este hecho parece estar de acuerdo con una mayor captación de estos
aminoácidos por parte del TAMI, que resulta tanto mayor cuando se comparan
con los controles en función del flujo sanguíneo, que es mucho mayor en los
animales aclimatados al frío (Foster y Frydman, 1978b). El aumento
considerable de la actividad de la transam inasa de aminoácidos de cadena
ramificada en este tejido como consecuencia del frío está de acuerdo con una
activa utilización de estos aminoácidos en estos, animales. Los grupos amino
procedentes de dicha transaminación podrían ser transferidos al glutamato,
mientras que sus cadenas hidrocarbonadas podrían ser utilizadas como
substrato energético, del mismo modo que lo son en el músculo (Odessey y
Goldberg, 1972). La posible utilización de los aminoácidos de cadena
ramificada como substrato energético durante la-aclimatación al frío ya
había sido propuesta por otros autores (Goodenough et al., 1982), aunque no
se había indicado que dicha función pudiera tener lugar en el TAM.

En el caso de la alanina, el descenso que se observa con la influencia
del frío sugiere una menor captación de este aminoácido, cuya utilización
por parte de este tejido ya ha sido puesta de manifiesto (Monfar et al.,
1987), mientras que la ausencia de cambios significativas en la actividad
de la alanina transaminasa sugiere, de la misma manera <que la señalada en
el caso de la aspartato transaminasa, que la actividad presente en el tejido
es suficiente para cubrir sus necesidades metabólicas en este sentido.

Por lo tanto, a partir de los resultados proporcionados por las
actividades enzimáticas y las concentraciones tisulares de los distintos
aminoácidos, puede sugerirse que se dan efectivamente unos cambios
significativos en el metabolismo de los estos substratos en el TAMI
inducidos por la exposición al frío. La naturaleza de estos cambios muestra
un considerable grado de uniformidad progresiva, por lo que probablemente
sean los mismos mecanismos los que determinan los cambios en la exposición
a corto o a largo plazo. En este sentido la exposición al frío o respuesta
aguda es comparable a la adaptación al frío o respuesta crónica,
representando dos grados diferentes de una misma respuesta uniforme de
adaptación al frío.

5.1.4. RECAMBIO PROTEICO EU EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPULAR.

Se han propuesto diferentes métodos para determinar la velocidad de
recambio proteico, si bien ninguno de ellos está exento de problemas a la
hora de interpretar los resultados obtenidos (Everett y Zak, 1980). El
método que se ha utilizado en el presente estudio consiste en la
administración de una única dosis de un trazador, que presenta la ventaja de
su simplicidad aunque con el inconveniente de la posible reutilización de
los aminoácidos procedentes de la degradación de las. proteínas marcadas
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(Alemany, 1976); este problema se ha resuelto mediante la utilización de la
L-(guanidino-1AC)-arginina como aminoácido trazador, ya que este aminoácido
es degradado por la arginasa con lo que se reduce considerablemente, aunque
no totalmente, dicha reutilización.

Los resultados correspondientes a la velocidad de recambio proteico en
el TAMI indican una elevada capacidad de degradación de las proteínas por
parte de este tejido, hecho que puede relacionarse de alguna manera con una
alta capacidad de metabolización de los aminoácidos. Esta elevada capacidad
de degradación de las proteínas se relaciona con la diminución del
contenido de proteínas del TAMI observado en animales sometidos a ayuno,
tal como se ha descrito tanto en el caso de la rata (Rothwell et al., 1984)
como en el ratón <Desautels, 1985), que afecta también a las proteínas
mitocondriales y a la capacidad termogénica del tejido. Por contra, la
activación del tejido, tanto por administración de noradrenalina como por
exposición al frío, determina un incremento en las proteínas tisulares,
sobre todo de las mitocondriales (Desautels y Himms-Hagen, 1979). Este
último dato se contradice en cierta manera con los resultados obtenidos por
Yousef y Chaffee (1970), quienes determinaron a través de la administración
de 7sSe-seleniometionina una baja capacidad de síntesis de proteínas en el
TAM, a diferencia de lo que observaban en los casos del hígado y del riñon,
y que dicha síntesis no se incrementaba como resultado de la aclimatación
al frío.

Los valores de vida media de las proteínas obtenidos para los
restantes tejido estudiados" son comparables a los descritos normalmente en
la bibliografía (Garlick et al., 1975; Millward y Garlick, 1972). Las
diferencias observadas entre los distintos tejidos son atribuïbles en parte
al tipo de proteínas predominante en cada caso, con valores de recambio más
lento para aquellos tejidos con un importante componente estructural como
es el caso del músculo esquelético y del corazón (Millward, 1970; Swick y
Song, 1974), mientras que el del hígado es notablemente inferior como
corresponde a un tejido con una importante cantidad de enzimas, proteínas
que presentan un recambio más rápido (Millward, 1970). Por otra parte, la
situación del riñon y del tejido adiposo blanco son intermedias a las
anteriores.

La vida media hallada para las proteínas plasmáticas es similar a la
descrito por Steinbock y Tarber (1954), pudiéndose atribuir la pequeña
diferencia existente a factores de tipo metodológico y también al menor
contenido proteico del pienso utilizado en los presentes experimentos.

Dado que los resultados para la mayoría de los tejidos estudiados se
encuentran entre los generalmente aceptadas, cabe suponer que también los
datos para el TAÄI correspondan al mismo grado de realidad, estableciendo
la fiabilidad de los datos presentados. Por ello cabe constatar que el TAMI
presenta un muy activo recambio proteico, comparable al del hígado, que está
de acuerdo con la plasticidad adaptativa de su síntesis de proteínas
mitocondriales evaluada en estudios de adaptación al frío.
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5.2. Parte 2: ESTUDIO DE LA UTILIZACIÓN DE ALAJUHA POR EL TEJIDO ADIPOSO
KARROH IffTERESCAPULAR "IS VITRO".

5.2.1. JUSTIFICACIÓ! DE LA METODOLOGIA UTILIZADA

Las dos técnicas más frecuentemente empleadas en los estudios in vitro
sobre el metabolismo del TAM comportan la utilización de adipocitos
aislados mediante incubación del tejido con colagenasa o la utilización de
fragmentos pequefios de TAMI.

En los últimos años se ha utilizada, en un gran número de estudios, la
técnica de incubaciones de adipocitos aislados mediante la incubación del
tejido con colagenasa. Esta técnica presenta como principal ventaja el que
el oxígeno no es un factor limitante, hecho importante dada la gran
capacidad respiratoria de estas células. Otra ventaja de este tipo de
preparaciones es que solamente se estudia un tipo de células, dado que en el
tejido también aparecen otros tipos celulares (Bukowiecki et al., 1982), los
cuales podrían interferir en determinados estudios, principalmente las
terminales nerviosas.

Sin embargo, esta técnica presenta diferentes inconvenientes, como son
el bajo rendimiento en la recuperación de células viables, la selección de
células en función de su índice de flotabilidad, y también los posibles
cambios que pueden producirse a nivel de distintos receptores hormonales
(Feldman, 1978), debido a la presencia en algunas preparaciones comerciales
de colagenasa de enzimas proteolíticos de acción similar a la de la
tripsina. Otra crítica que puede hacerse a esta técnica es la pérdida
durante el procesa de aislamiento délas zonas de comunicación intercelular
(gap junction), las cuales probablemente están implicadas en la transmisión
de substratos y de señales hormonales entre células, de manera que se
pierde un posible sistema de regulación al tiempo que pueden quedar
expuestas zonas de permeabilidad no fisiológica Œedergaard y Lindberg,
1982).

La utilización de fragmentos de tejido en los estudios metabólicos del
TAM es una técnica esencialmente similar a la empleada con el tejido
adiposo blanca para el estudio de distintos aspectos metabólieos, entre
ellos los relacionados con el metabolismo de los aminoácidos y más
concretamente de la leucina (Goodmanm, 1964; Rous et al., 1980; Tischler y
Goldberg, 1980; Yeh, 1984) y de la alanina (Snell y Duff, 1977).

Diferentes autores han utilizado esta técnica para dilucidar distintos
aspectos del metabolismo del TAM de animales sometidos a diferentes
situaciones fisiológicas, así como el efecto de distintas hormonas o agentes
diversos (Shackney y Joel, 1966; Joel, 1966, 1970; Villiamson y Matthews,
1974; Bégin-Heick et al., 1979; Agius y Villiamson, 1981; Kasser y Martin,
1982; Assimacopoulos-Jeannet et al., 1982; Luboshitzky et al., 1983; Laury et
al., 1984; Williamson e Ilic, 1985; Villarroya y Mampel, 1985; Zamora et al.,
1987). A pesar de ser una técnica muy utilizada algunos autores la han
criticado por considerar que las células están insuficientemente oxigenadas
- con lo que la difusión de oxígeno puede limitar la tasa respiratoria
(Friedli et al., 1978) - así como por el rápido descenso en los niveles
tisulares de ATP observados por algunos autores incluso para tiempos de
incubación cortos (McCormack, 1982).

Como puede comprobarse, cualquier aproximación al estudio in vitro del
metabolismo del TAM presenta sus propias ventajas e inconvenientes, que
determinan que ninguna de ellas sea plenamente preferible. En el presente
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estudio se optó por la elección, de la técnica de incubación de pequeños
fragmentos de tejido, entre otras razones por haber sido utilizada con
anterioridad en nuestro Departamento en el estudio del metabolismo de la
glucosa por el TAMI (Villarroya, 1986).

Para verificar la validez de la técnica y establecer las condiciones
óptimas a utilizar en estos estudios, se procedió a la realización de varias
pruebas experimentales que comportaban la comprobación del efecto de la
concentración de alanina a utilizar, así como si la utilización de este
substrato en las condiciones de incubación se mantenía lineal con respecto
al tiempo. Estos estudios se hicieron extensivos al caso de la glucosa
debido al interés en comprobar las posibles interrelaciones existentes entre
ambos substratos.

A partir de los resultados de la gráfica 4.2 se optó por escoger como
concentración de trabajo la de 0,75 fiM, dado que para concentraciones
mayores no se incrementaban significativamente ni la oxidación ni la
incorporación de alanina al tejido; esta concentración es algo mayor que la
concentración sanguínea de este aminoácido en la rata, de acuerdo con los
resultados presentados en la tabla 4.7. Por contra, la oxidación de la
glucosa sigue incrementándose para concentraciones superiores al rango
fisiológico, hecho que otros autores han verificado mediante la
determinación de la captación de 2-desoxiglucosa, demostrándose la elevada
capacidad de captación de glucosa por parte de este tejido a altas
concentraciones de este substrato (Zamora et al.. 1987). Pese a todo, se
decidió adoptar como concentración de trabajo la de 5 mM, que también han
utilizado otros autores en incubaciones del mismo tipo (Kasser y Martin,
1982; Villarroya y Mampel, 1985).

Se comprobó también la linealidad respecto al tiempo de incubación de
la oxidación y la incorporación de ambos substratos, con el fin de
determinar si las velocidades de ambos procesos se mantenían constantes en
incubaciones de hasta una hora de duración. Los resultados obtenidos
(gráfica 4.3) confirman la constancia de las velocidades de oxidación e
incorporación, tanto para la alanina como para la glucosa, lo que supone el
poder calcular dichas velocidades con un solo tiempo de incubación. De
hecho la linealidad de la utilización de la glucosa por el TAM con este
modelo experimental ya había sido puesta de manifiesta incluso para
incubaciones de hasta dos horas (Kasser y Martin, 1982; Villarroya, 1986).

Finalmente se determinaron las relaciones de concentraciones ATP/ADP y
lactato/piruvato a diferentes tiempos de incubación, para caracterizar la
situación metabòlica del tejido a lo largo del proceso de incubación. De
especial importancia resulta ser la constancia de la relación ATP/ADP, que
se mantiene ligeramente por encima de la unidad durante la primera hora de
incubación. Esta observación contradice una de las principales críticas a la
técnica de incubación de fragmentos de tejido, según la cual los niveles de
ATP del TAM disminuyen brusca e irreversiblemente en los primeros minutos
de incubación (McCormack, 1982), con el correspondiente descenso de la
relación ATP/ADP. De todas formas, a los 60 minutos de incubación se
produce un descenso significativo tanto de los niveles de ATP como de los
de ADP, y por ello se seleccionó como tiempo de incubación el de 20 minutas
para todos los casos. Por otra parte, la relación lactato/piruvato desciende
considerablemente durante la primera hora de incubación a partir de unos
valores iniciales altos, que probablemente son el resultado de la inevitable
anoxia que se produce durante el proceso de extracción y de preparación del
tejido.
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5.2.2, EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LA UTILIZACIÓN DE LA ALANINA POR EL
TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN VITRO".

Una vez establecidas las condiciones óptimas del sistema de
incubaciones in vitro, se estudió el efecto la glucosa sobre la utilización
de la alanina por el TAMI, así como el efecto recíproca. Los resultados
indican que la presencia de glucosa en el medio de incubación determina una
tendencia hacia una mayor utilización de la alanina, especialmente por lo
que se refiere a la incorporación a los distintos componentes tisulares,
tendencia que se pone de manifiesto en la gráfica 4.5. Esta interacción de
la glucosa sobre la utilización de la alanina podría estar relacionada con
la disponibilidad de potencial reductor (NADPH) necesario para la síntesis
de ácidos grasos a partir del acetil-CoA formado por acción de la piruvato
deshidrogenasa sobre el piruvato procedente tanto de la alanina como de la
glucosa. De alguna manera, la presencia de alanina determinaría que parte de
la glucosa fuese utilizada a través de la vía de las pentosas-fosfato, la
cual es bastante activa en este tejida (Belaff-Chain et al., 1962; Mampel,
1981), generándose el NADPH necesario para la lipogénesis.

Cuando se estudia el efecto de la alanina sobre la utilización de la
glucosa se aprecia una situación opuesta a la anterior, de tal forma que
para una determinada concentración de glucosa el incremento de la
concentración de alanina en el medio provoca una disminución de su
utilización, afectando de forma más marcada a su oxidación que a la
incorporación -en componentes--tisulares. Una posible explicación de este
comportan lento podría estar basada en que haya una utilización de 2-
cetoglutarato que actúa como receptor del grupo 2-amino de la alanina, lo
que representaría una disminución en los niveles de uno de los principales
intermediarios del ciclo de Krebs, con la consiguiente pérdida de la
capacidad oxidativa global del mismo.

Para una mejor comprensión de estos resultados, se calcularon a partir
de los valores de captación global de alanina o de glucosa los valores
correspondientes a las KM y a las VM«x, obteniéndose los siguientes
resultados:

KM (mM) VMAX (umoles.hora"1.g"1)

Alanina [Glucosa]:

Glucosa CAlanina]:

1 mM
3 mM

7,5 mM
10 mM

0,3 mM
0,75 mM
1,0 mM
1,5 mM

0,157
0,799
0,545
0,069

1,424
0,718
0,610
0,303

2,23
4,53
3,94
2,51

12,97
10,25
8,40
6,78

En el caso de la alanina se observa que al aumentar la concentración de
glucosa en el medio de incubación aparece un comportamiento bifásico, de
forma que para concentraciones entre 1 y 3 mM aumentan los valores tanto
de KM como de VMAX, mientras que para concentraciones mayares se produce
una clara disminución de ambos parámetros. Por contra, en el caso de la
glucosa hay una clara disminución de la KM y de la VMAX conforme aumenta
la concentración de alanina, o lo que es los mismo, al aumentar la
concentración de alanina disminuye la .velocidad a la que puede ser utilizada
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1a glucosa por el TAMI al tiempo que aumenta la afinidad del tejida hacia
ese substrato. De todas formas estos resultados tan sólo son aproximatives,
por cuanto se han obtenido a partir de cuatro puntos y con un margen de
concentraciones reducido. Cabe señalar, sin embargo, que la alineación de
los puntos en una representación de Lineweaver y Burk dio en todos los
casos coeficientes de correlación lineal superiores a 0,95.

Estos datos parecen indicar la existencia de un alto grado de
interrelación entre ambos substratos del TAM, que favorece la utilización de
alanina cuando hay poca glucosa disponible y que no disminuye sensiblemente
la utilización de ésta aún cuando haya suficiente alanina disponible.

5.2.3. EFECTO DE LA INSULINA, ÑOR ADREN AL INA Y GLUCAGON SOBRE LA
UTILIZACIÓN DE LA ALANINA POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPULAR "IN
VITRO".

También se estudió el efecto de diferentes concentraciones de la
insulina, noradrenalina y glucagón sobre la incorporación de los carbonos
de la alanina al tejido, así como la oxidación hasta C02, viéndose
simultáneamente el efecto de la glucosa. En la tabla 5.2 se indican los
porcentajes de alanina oxidada hasta COz o incorporada al tejido en cada
una de las situaciones hormonales estudiadas, así como el efecto de las
distintas hormonas sobre el destino final de dicha alanina.

INSULINA

La insulina presenta un claro efecto estimulador sobre la utilización
de la alanina por el TAMI, - tanto de su oxidación como sobre su
incorporación a componentes tisulares, si bien dicho efecto estimulador se
verifica tan sólo en aquellos casos en los que la glucosa está presente en
el medio de incubación, dado que no se aprecia ninguna diferencia
estadísticamente significativa cuando este substrato está ausente.

Es un hecho conocido la capacidad de la insulina de incrementar la
utilización de la glucosa por el TAM, incrementando tanto su oxidación como
su incorporación a lípidos (Shackney y Joel, 1966), que tiene lugar
inicialmente a través del incremento de su captación por el tejido (Czech et
al., 1974), así como su incorporación en los componentes tisulares y muy
especialmente en los ácidos grasos como consecuencia de la estimulación de
la lipogénesis (McCormack, 1982). Dado que el metabolismo de la alanina
comporta como primera etapa su transaminación y conversión en piruvato, una
explicación de la mayor utilización del aminoácido en presencia de insulina
se podría relacionar con una activación • de la piruvato deshidrogenasa
inducida por la insulina (McCormack y Dentón, 1977)-, mientras que la
activación de la acetil-CoA carboxilasa también inducida por la insulina
(McCormack y Dentón, 1977) potenciaría su incorporación en la fracción de
ácidos grasas. En este sentida debe mencionarse que en el tejido adiposo
blanco In vitro la insulina también tiene un efecto activador de la piruvato
deshidrogenasa (Taylor et al., 1973) que requiere la presencia de una fuente
exògena de glúcidos para poder tener lugar (Párese et al., 1984). Por otra
parte, el efecto estimulador de la glucosa sobre la utilización de alanina
podría estar relacionado en parte con el hecho de que la glucolisis genera
ATP a nivel citoplasmático, el cual podría favorecer la captación de este
aminoácido.

No se dispone de información en la bibliografía sobre los efectos de
la insulina o de otras hormonas sobre la utilización de alanina y otros
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Tabla 5.2.- EFECTO DE LA INSULINA, NORADRENALINA Y GLUCAGON SOBRE LA
PROPORCIÓN DE ALANINA OXIDADA E INCORPORADA AL TEJIDO.

Porcentaje de alanina

Oxidada Incorporada

Porcentaje respecto a basal

Oxidada Incorporada Captada

INSULINA

Basal

50

200

1000

+ 62,5
78,7

+ 63,0
80,8

+ 58,5
79,2

+ 59,9
80,6

37,5
21,3
37,0
19,2
41,5
20,8
40,1
19,4

+20,2
+36,0
+35,8
+28,8
+34,8
+40,9

+17,5
+19,5
+60,4
+24,4
+50,3
+24,8

+19,2
+32,5
+45,0
+27,8
+40,6
+37,5

NORADRENALINA (¿ig/ ml)

Basal

0,1

0,5

1,0

GLUCAGON

Basal

0,5

5

20

+ 64,4
78,7

+ 84,2
93,0

+ 90,5
94,9

+ 89,5
94,6

(ng/ml)

+ 64,0
79,9

+ 70,1
76,8

+ 70,1
82,6

+ 72,8
87,8

35,5
21,3
15,8
7,0
9,5
5,1
10,5
5,4

36,0
20,1
29,9
23,2
29,9
17,4
27,2
12,2

+8,9
+0,1
+0,1
-0,2
+3,3

-10,5

-10,1
-22,9
-8,0
-17,3
-20,8
-37,4

-63,0
-72,3
-81,0
-80,4
-78,0
-81,2

-31,6
-7,5
-30,4
-30,7
-48,7
-65,3

-16,7
-15,4
-28,7
-17,3
-25,6
-25,6

-17,8
-19,8
-16,1
-19,9
-30,8
-43,0

+ = medio de incubación con glucosa 5 mM.
- = medio de incubación sin glucosa.
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aminoácidos por parte del TAM, aunque sí en otros tejidos. De este modo, es
un hecho conocido que la insulina estimula el transporte de la alanina y de
otros aminoácidos en el músculo (Kipnis y IToall, 1958; Elias et al., 1968;
Riggs y McKirahan, 1973; Zorzano et al., 1986) y en otros tejidos (Guidotti
et al., 1978; Shotwell et al., 1983), y también que promueve la incorporación
de dichos aminoácidos en las proteínas (Manchester y Young, 1958; Fulks et
al., 1975), por lo que es probable que se den efectos similares en el TAMI,
con lo que se podrían explicar los resultados obtenidos. En este sentido
debe señalarse que no se ha realizado ningún estudio dirigido a la
caracterización de los transportadores implicados en la captación de
aminoácidos por parte del TAMI; de todas formas, estudios muy recientes han
señalado que el transporte del 2-amino-isobutirato por este tejido in vitro
disminuye por acción de la uabaína y es estimulado por acción de la
insulina, así como que es dependiente de la concentración de Na* y K*
presentes en el medio de incubación (Zamora et al., 1987).

Como puede apreciarse en la tabla 5.2, la proporción de alanina
oxidada o incorporada al tejido se mantiene, independientemente de la
concentración de insulina presente en el medio, si bien la oxidación es más
importante en aquellos casos en los que la glucosa está ausente del medio
de incubación; también se observa que el porcentaje de incorporación de los
carbonos del aminoácido al tejido con relación a la situación basai es más
marcada en las incubaciones realizadas en presencia de glucosa.

IORADRENALINA

La noradrenalina provoca una considerable disminución en la
incorporación de la alanina al tejido, aunque la oxidación del aminoácido
permanece inalterada. La presencia de glucosa en el medio de incubación
determina una disminución de la incorporación de la alanina, afectando en
menor grado a su oxidación. Por su parte, en la tabla 5.2 se observa que la
presencia de la noradrenalina determina un incremento en la proporción de
alanina oxidada, como resultado de la disminución de la incorporación de la
alanina al tejido; este descenso se relaciona con la activación de la
lipolisis inducida por la noradrenalina, con el consiguiente acumulo de
acetil-CoA, que actúa inhibiendo a la piruvato deshidrogenasa.

Aunque tampoco en este caso se dispone en la bibliografía de
información referente a la acción de la noradrenalina sobre la utilización
de la alanina en este tejido, sí se sabe que esta hormona inhibe la
oxidación de la glucosa (Kasser y Martin, 1982), mientras que la
administración de ß-agonistas provoca un aumento en la captación del
análogo 2-desoxiglucosa por el TAM (Young et al., 1984a). Por otra parte, se
ha comprobado que la administración de noradrenalina disminuye la
utilización de la glucosa para la síntesis de lípidos, afectando
concretamente a la capacidad de síntesis de ácidos grasos; este l¡-»cho se ha
comprobado también in viva, observándose que la noradrenalina ejerce una
acción estimuladora de la piruvato deshidrogenasa, mientras que disminuye
la actividad de la acetil-CoA carboxilasa (Gibbins et al., 1985); además,
dado que el TAM es muy sensible a la acción lipolítica de la noradrenalina
(Bukowiecki et al., 1981; Kasser y Martin, 1982), la presencia de esta
hormona promueve una mayor disponibilidad de acetil-CoA procedente de la
degradación de los ácidos grasos endógenas, lo que explica una menor
utilización del acetil-CoA procedente de la alanina. De este modo Kasser y
Martin (1982) comprobaron en un modelo de incubaciones in vitro que al
aumentar la concentración de noradrenalina en el medio de incubación se
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incrementaba la oxidación de las ácidos grasos y disminuía la utilización de
la glucosa, situación que en nuestra caso puede hacerse fácilmente
extensible a la alanina.

En la tabla 5.2 se observa que la presencia de la noradrenalina
determina un incremento en la proporción de alanina oxidada, como resultado
de la disminución de la incorporación de alanina al tejido; este descenso se
relaciona con la activación de la lipolisis inducida por la noradrenalina,
con la consiguiente acumulación de acetil-CoA, que actuaría inhibiendo a la
piruvato deshidrogenasa. Por otra parte, la noradrenalina puede actuar
inhibiendo la captación de glucosa por el tejido, lo que puede conducir a
una disminución de los niveles de ATP citoplasmáticos, que es posible que
afecten a la captación de alanina por ser este proceso dependiente de
energía.

GLUCAGON
*

Los efectos del glucagón son similares a los de la noradrenalina y
opuestos a los de la insulina, con una disminución en la incorporación de
los carbonos de la alanina a los componentes tisulares y un efecto - menos
marcado que en el caso de la noradrenalina - en su oxidación. Al igual que
en los casos anteriores la presencia de glucosa determina un incremento
significativo sobre la incorporación de alanina. En la tabla 5.2 se puede
observar que la disminución de la oxidación con relación a las condiciones
básales es más marcada en las incubaciones efectuadas sin la presencia de
glucosa en el medio, mientras que este efecto no es tan claro en el caso de
la incorporación a los componentes tisulares. La respuesta observada entra
de lleno dentro de lo que puede esperarse de la acción de una hormona
lipolítica, relacionándose con los efectos sobre otros aspectos metabólicos
descritas para el glucagón sobre el TAM <Joel, 1966).

5.2.4. EFECTO DEL AYUNO Y DEL FRIÓ SOBRE LA UTILIZACIÓN DE LA ALANINA POR
EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN VITRO".

Como primera etapa en el estudio de la utilización de la alanina por
el TAM I de animales sometidos a ayuno o expuestos al frío se determinó la
linealidad de la incorporación de los carbonos del aminoácido a las
distintas fracciones del tejido. En todos los casos estudiados se observó
una buena linealidad, si bien en el caso de la fracción hidrosoluble se
apreció que la velocidad de incorporación no se mantenía constante sino que
era mayor durante los primeros minutos de incubación. La explicación a este
hecho debe buscarse en que la fracción hidrosoluble está constituida por
alanina y otros aminoácidos, lactato, piruvato, glicerol y otros metabolitos
intermediarias, que no se acumulan en el tejida a diferencia de los triacil-
gliceroles, sino que presentan un recambia interno elevado. Por otra parte
se observó que la mayor parte de la radiactividad incorporada en el tejido
correspondía a lípidos, y más concretamente a ácidos grasos, mientras que
la incorporación a las restantes fracciones era considerablemente inferior.
De esta manera, el porcentaje de incorporación de los carbonos de la alanina
a las distintas fracciones estudiadas, en condiciones básales fue el
siguiente (expresado en porcentaje sobre el total de la radiactividad del
tejido):
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CONTROL AYUírO FRIÓ AGUDO FRIÓ CROIICO

Oxidación a C02 65,1 86,5 75,8 79,7
Ácidos grasos 28,1 6,9 18,0 9,3
Glicerol de glicéridos 3,0 1,0 1,7 1,6
Fracción hidrosoluble 1,7 2,9 2,4 6,8
Residuo seco deslipidado 2,1 2,7 2,1 2,6

El hecho de que la mayor parte de la alanina incorporada al tejido lo
hiciera en forma de lípidos está de acuerdo con los resultados observados
in viva Otonfar et al., 1987).

En los animales del grupo control la insulina y la noradrenalina
presentan por separado los efectos anteriormente señalados con respecto a
la utilización global de la alanina. De este modo, la insulina estimula la
síntesis de ácidos grasos al favorecer la lipogénesis (McCormack, 1982),
mientras que la disminución de la actividad de esta vía metabòlica en
presencia de noradrenalina está de acuerdo con el carácter lipolítico de
esta hormona (Bukowiecki et al., 1981; Kasser y Martin, 1982), y afecta de
un modo paralelo a la síntesis de glicerol de glicéridos. Por otra parte, la
acción combinada de ambas hormonas presenta un efecto compensador aunque
más próxima a la acción de la noradrenalina, lo que se pone de manifiesto
principalmente en la incorporación de los carbonos de la alanina a los
lípidos y al residuo seco deslipidado, de un modo análogo al descrito para
la glucosa (Villarroya, 1986).

EFECTO DEL AYUITO.

La utilización global de la alanina por el TAMI es menor en los
animales sometidos a ayuno que en los del grupo control, hecho que se
inscribe dentro de la estrategia de disminución del metabolismo en el tejido
de los animales ayunados (Rothwell et al., 1984). Esta disminución es
esencialmente manifiesta en la incorporación de los carbonos del aminoácido
a la fracción de ácidos grasos, que llega a ser apenas el 107» de la
observada en los animales del grupo control en condiciones básales; este
hecho está de acuerdo con la menor incorporación de la alanina a los
lípidos del TAMI observada en estudios in vivo (Monfar et al., 1987).
También es considerablemente inferior la incorporación al glicerol de
glicéridos, mientras que proporcionalmente el tejido oxida más alanina hasta
COa con independencia de la situación hormonal estudiada.

El efecto estimulador de la insulina sobre la utilización de la
alanina, y la disminución que sufre dicha utilización por acción de la
noradrenalina que se observaba en los animales del grupo control, no se
ponen de manifiesto de forma estadísticamente significativa en los animales
sometidos a ayuno, indicando una menor sensibilidad hacia esas dos
hormonas, si bien las tendencias en este sentido se mantienen. De todas
formas, la insulina sí que estimula la oxidación de la alanina, mientras que
la noradrenalina disminuye la síntesis de ácidos grasos, de acuerda con el
carácter lipolítico de esta hormona (Kasser y Martin, 1982), al tiempo que
provoca una disminución en la incorporación al residuo seco .deslipidado.
Como este residuo está constituido esencialmente por proteínas, este
descenso de la ya escasa incorporación del aminoácido a la proteína está de
acuerdo con el significado también proteolítico de la acción tisular de las
catecolaminas. Por otra parte, la acción combinada, de las dos hormonas
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tampoco provoca cambios importantes, si bien los resultados parecen indicar
que la noradrenalina revierte hasta cierto punto los efectos de la insulina,
en el sentida de disminuir la utilización de la alanina en estas
condiciones.

EFECTO DEL FRIÓ

El frío provoca cambios importantes en la utilización de alanina por
el TAMI, cambios que están en función de la duración de la exposición al
frío. De este modo, el TAMI de los animales expuestas de forma aguda al frío
muestra una mayor utilización de alanina, mientras que ésta es menor en el
de los aclimatados al frío. Estos resultados muestran un claro paralelismo
con los observadas en los estudios în vivo, que son comentados en el
apartado 5.3.

Desde el punto de vista de la utilización global, el principal destino
de la alanina es la oxidación, al igual que en los otros grupos estudiados,
mientras que la síntesis de ácidos grasos cuando se representa en
proporción a la utilización total es prácticamente el doble en el tejido de
los animales expuestos de forma aguda al frío que en los aclimatados al
fría. En las animales expuestas de forma aguda al frío la insulina no parece
mostrar un efecto claro de estimulación sobre la utilización de la alanina,
mientras que sí hay una clara acción de la noradrenalina sobre la síntesis
de ácidos grasos; de todas formas, al considerar la acción conjunta de
ambas hormonas, los resultados parecen señalar que los efectos de la
insulina predominan sobre los de la noradrenalina en la oxidación, pero no
en la síntesis de ácidos grasos. Por contra, en el tejido de los animales
expuestas crónicamente al frío la insulina y la noradrenalina no presentan
una acción tan contrapuesta. Debe tenerse en cuenta que en estas condiciones
se observa una elevada captación de glucosa in vivo, de modo que la amplia
disponibilidad de ATP, acetil-CoA, NADPH y otros intermediarios pueden
enmascarar el efecto puro de las hormonas sobre un sistema ya alterado con
respecto a las condiciones básales.

Los resultados obtenidos en estos experimentos in vitro parecen
sugerir que el TAMI de la rata puede modular su capacidad de utilizar la
alanina en función de la situación fisiológica a la que se encuentre
sometido el animal, al mismo tiempo, la respuesta hormonal puede variar
según esas mismas condiciones, siguiendo en todo momento las mismas pautas
generales ya enunciadas anteriormente.
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5.3. Parte 3: ESTUDIO DE LA CAPTACIÓN/LIBERACIÓN DE AMINOÁCIDOS Y GLUCOSA
POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN VIVO".

5.3.1. FLUJO SANGUÍNEO A TRAVÉS DEL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN INTERESCAPULAR.

Para cuantificar la captación o liberación de aminoácidos y glucosa
por el TAMI in vivo de animales sometidos distintas situaciones
experimentales por la técnica de la determinación de diferencias
arteriovenosas, es preciso conocer los valores del flujo sanguínea a través
del tejido en dichas situaciones. El método empleado para la determinación
del flujo sanguíneo en estos estudios está basado en la utilización de
microesferas marcadas radiactivamente, técnica que ha sido utilizada por
diversos autores (Foster y Frydman, 1978a, 1978b, 1979; Rothwell y Stock,
1981, 1984; Yahata et al., 1983; Ma y Foster, 1984), habiéndose verificado
una buena correlación entre los resultados obtenidos con este método con
los obtenidos con otros como la técnica del aclaramiento del '33Xe (Astrup
et al., 1984). Otras técnicas tales como el método electromagnético son de
difícil aplicación en este caso, dado el pequeño diámetro de la vena de
Sulzer, que drena la sangre del TAMI.

Los resultados obtenidas para los distintos grupos experimentales son
comparables a los descritas en la bibliografía, a pesar de la existencia de
una considerable dispersión entre los resultados obtenidos por diferentes
autores. De este modo, la exposición aguda o crónica al frío induce un
notable incremento del flujo sanguínea a través del TAMI, hecho que ya se
puso de manifiesto desde los estudios de Foster y Frydman (1978a, 1978b),
incremento que se relaciona con el aumento en la capacidad termogénica del
tejido en estos animales (Desautels y Himms-Hagen, 1979; Nedergard y
Cannon, 1985), con la consiguiente necesidad de aporte de substratos y de
oxígeno, así como de la exportación del calor producido hacia otros órganos
del animal (Smith, 1964).

No existen, en cambio, referencias al efecto del ayuno sobre el flujo
sanguíneo a través del TAM. El descenso observado, aunque no es
estadísticamente significativo, está de acuerdo con la disminución de la
actividad termogénica del tejido en esta situación, descrita tanto en la
rata (Rothwell et al., 1984) como en el ratón (Desautels, 1985).

5.3.2. CONCENTRACIONES DE AMINOÁCIDOS Y GLUCOSA EN SANGRE Y PLASMA
ARTERIALES.

Las concentraciones de los distintos aminoácidos presentes en sangre
y plasma arteriales no coinciden plenamente con los resultados indicados en
las tablas 4.7 y 4.8. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la distinta
forma de obtención de las muestras (Milakofsky et al., 1984), que en un caso
fueran obtenidas por decapitación del animal, con la correspondiente mezcla
de sangre arterial y venosa, mientras que las correspondientes a los
experimentos in vivo se han obtenido por punción directa de la arteria
aorta previa anestesia del animal; este factor de la anestesia también debe
ser tenido en cuenta, ya que afecta sensiblemente la composición del plasma
(Aróla et al., 1980). Por otra parte las características de los animales de
los distintos grupos experimentales utilizados en cada caso eran algo
diferentes, en especial en lo referente a la duración de los periodos de
ayuno y de exposición al frío.
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Las concentraciones de los distintos aminoácidos en la sangre arterial
de los animales del grupo control son algo mayores que las descritas
habitualmente en la bibliografía (Schröck et al., 1980; Bémésy et al., 1983;
Goldstein et al., 1983; Brosnan et al., 1983). Con el ayuno se produce una
disminución de los niveles arteriales de glucosa y de algunas aminoácidos,
especialmente de la alanina, tal como se ha descrito en otras situaciones
similares (MacDonald et al., 1976; Rémésy et al., 1983; Eémésy y Demigné,
1983). No se dispone de referencias bibliográficas sobre las
concentraciones arteriales de aminoácidos en animales expuestos al frío que
permitan contrastar los resultados obtenidos; en cualquier caso las
diferencias observadas tanto para la sangre como para el plasma son muy
pequefias con respecto al grupo control. Por lo tanto, la similitud en las
concentraciones de aminoácidos en los distintos grupo experimentales parece
indicar que la asequibilidad de estos substratos está determinada
principalmente por las diferencias en el flujo sanguíneo a través del TAMI,
siendo especialmente importante este hecho en el caso de los animales
expuestos al frío en los que se aprecia un notable incremento de este
parámetro.

5.3.3. CAPTACIÓN/LIBERACIÓN DE AMINOÁCIDOS POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN
INTERESCAPÜLAR "IN VIVO".

En los animales del grupo control se observa una liberación
significativa de taurina y prolina, mientras que se mantiene una tendencia a
la liberación de todos los aminoácidos salvo en los casos de glutamato,
glutamina, valina y metionina. Sin embargo, si se estudia por separado la
contribución de la fracción corpuscular y de la plasmática, se observa que
la captación de aminoácidos se verifica preferentemente a partir de la
fracción plasmática mientras que la liberación se produce a nivel de la
fracción celular, salvo para el caso de la asparraguina; esta situación, en
cambio, no se repite en ninguno de los restantes grupos experimentales. En
todos los casos, para determinar la contribución de las fracciones celular y
plasmática, se han utilizado las concentraciones presentes en sangre total y
en plasma, efectuando la corrección por el valor del hematocrito, dado que
la utilización con este fin de las células sanguíneas aisladas puede dar
lugar a una importante pérdida de distintos aminoácidos, principalmente los
esenciales (Hagenfeldt y Arvidsson, 1980).

En los animales ayunadas también se observa una tendencia hacia la
liberación de aminoácidos, la cual afecta principalmente a los no esenciales
y entre ellos a la alanina, glutamina y glicina, así como a la citrulina. En
este caso no se manifiestan las diferencias entre las fracciones celular y
plasmática, a diferencia de lo acontecido en el grupo control. El
comportamiento del TAMI en estos animales es similar al descrita en el caso
del tejido adiposo blanca in vitro, en el que se ha observado una
exportación tanto de alanina como de glutamina (Snell y Duff, 1977; Tischler
y Goldberg, 1980). En este sentida, el TAMI de los animales sometidos a
ayuno se comporta de modo semejante al músculo en esta situación, ya que
también exporta estos dos aminoácidos (Ruderman, 1975), si bien la
contribución del TAMI al aporte de substratos gluconeogenéticos para el
hígado es despreciable si se compara con la del músculo; del mismo modo el
TAMI presenta una tendencia hacia una captación de aminoácidos de cadena
ramificada mayor que en los animales del grupo control, al igual que lo que
se observa en el caso del músculo (Goldberg y Odessey, 1972). Por otra
parte, la exportación de glicina puede estar relacionada con las de alanina
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y glutamina, dado que este aminoácido también puede jugar un papel como
substrato gluconeogenético importante en determinadas situaciones (Rémesy
et al., 1983).

La exposición aguda al frío provoca una clara tendencia hacia la
captación de los distintos aminoácidos, especialmente del grupo de los
esenciales y es estadísticamente significativa en el caso de la isoleucina,
aunque también se produce una liberación neta de prolina al igual que en el
caso de los animales del grupo control. La captación de aminoácidos
esenciales posiblemente esté relacionada con la hiperplasia del tejido y con
el incremento de proteínas del tejido por efecto del frío. Por contra, la
exposición prolongada al frío determina una tendencia a la exportación de
aminoácidos, especialmente de alanina, taurina y arginina, si bien capta
isoleucina y glutamina, tendencias que ya se presentaban en el grupo control
aunque de forma mucho menos acusada.

La alanina es liberada de forma significativa en los animales ayunados
y, sobre todo, en los expuestos crónicamente al frío. En este último caso
sus carbonos podrían proceder en parte del piruvato derivado de la
glucolisis, dado que en esta situación la captación de glucosa por el tejido
es muy importante, y por otra parte la actividad de la alanina transaminasa
es suficiente. En este sentido, de los distintos grupos estudiados el que
presenta una máxima captación de alanina es el de los animales expuestos al
frío de forma aguda, mientras que la liberación máxima corresponde a los
animales expuestos crónicamente al frío, y la misma tendencia se observa
para el conjunto de los aminoácidos; este hecho presenta una clara similitud
a los resultadas observadas en los estudios In vitro, con una mayor
utilización de alanina en los expuestos de forma aguda al frío, y menor en
el de las aclimatados al frío.

La tendencia a la captación de glutamina se presenta en los dos grupos
de animales expuestos al frío, así como en los controles, siendo más
importante la contribución de la fracción celular que la de la plasmática.
El hecho que se produzca una captación de glutamina es un tanto
sorprendente, dado que el tejido presenta una activa glutamina sintetasa.
Posiblemente parte de la glutamina captada sea convertida en glutamato a
través de la glutaminasa, que también es muy activa en este tejido (Cooney
et al., 1986), y a su vez este glutamato podría ser convertido en parte en
prolina, explicándose así la liberación de este aminoácido en los animales
expuestos al frío. También es posible que parte de esta glutamina sea
utilizada en la síntesis de purinas y pirimidinas, necesarias en un tejido
que muestra una marcada hiperplasia en esta situación. Por su parte, el
glutamato ocupa una posición central en el metabolismo de los aminoácidos,
observándose una relación relativamente constante entre la concentración
tisular de este aminoácido y las de alanina, glutamina o prolina.

La glicina es un aminoácido que muestra en todos los casos una
tendencia a ser liberado, aunque únicamente sea estadis ticamente
significativa esta liberación en los animales ayunados. Es pasible que esta
glicina proceda del metabolismo de la serina, dado que esta aminoácido no
puede ser metabolizado a través de la serina deshidratasa, puesto que este
enzima no está presente en este tejido.

Para una mejor discusión de'los resultados obtenidos, se ha procedido
a calcular el balance de nitrógeno para el TAJtl en las distintas situaciones
estudiadas, que se presentan en la tabla 5.3. Para ello se han agrupado los
distintos aminoácidos en cuatro grupos de la siguiente forma:

- aminoácidos no esenciales, que incluye a la alanina, glutamato,
glutamina, aspartato, asparraguina, serina, glicina y prolina; también
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se ha incluido a la treonina pues aunque es un aminoácido esencial
presenta un comportamiento similar a los otros aminoácidos de este
grupo y, como ellos, es un importante precursor gluconeogenético.

- aminoácidos básicas, que incluye a la lisina, arginina, histidina,
citrulina y ornitina.

- aminoácidos ramificados, que incluye a la leucina, isoleucina y valina.
- otros aminoácidos esenciales, que incluye a la metionina, triptófano,
fenilalanina y tirosina, si bien éste no es estrictamente esencial.

Para el cálculo del balance de nitrógeno se ha excluido a la taurina. Este
compuesto es el aminoácido más abundante en el TAMI en todas las
situaciones estudiadas, y pese a ser liberado de forma significativa por el
tejido de los animales del grupo control y por el de los expuestos
crónicamente al frío dicha exportación es muy pequeña con relación a dicha
concentración tisular; este hecho, unido a que su papel fisiológico no ha
sido aún determinado con claridad, ha recomendado su exclusión en estos
cálculos,

Tabla 5.3. Balance de nitrógeno.

AMINOÁCIDOS CONTROL AYUNO FRIÓ AGUDO FRIÓ CRÓNICO

No esenciales -15 -136 +1397 +101
Básicos -118 -38 +4558 -2346
Ramificados +1 +2 +323 +574
Otros esenciales -8 -3 -16 -185

Total -140 -175 +6262 -1856

Los resultados están expresados en pmoles de

También se ha procedido al cálculo del balance de energía,
considerando para cada aminoácido y para la glucosa el valor energético
correspondiente a los moles de ATP que se generarían en la degradación
metabòlica completa de un mol de cada uno de estos substratos. Al igual que
en el caso del cálculo del balance de nitrógeno, los aminoácidos han sido
clasificadas siguiendo los mismos criterios, estando expresados los
resultados en la tabla 5.4. Para su conversión en energía, los moles de ATP
se han expresado a su vez en J, aplicando como factor de conversión el de
la energía libre tipo del ATP (30,5 kJ.mol-1).



Tabla 5.4. Balance de energía.

-150-

AHINOACIDOS CONTROL AYUIO

No esenciales -35 -55
Básicas -31 -10
Ramificadas O +3
Otras esenciales -13 -3

Total -80 -65

Glucosa +154 +78

Aminoácidos + glucosa +74 +13

FRIÓ AGUDO FRIÓ CRÓNICO

+480
+1460
+370
-30

+2290

+6400

+8690

-190
-2120
+630
-210

-1900

+32250

+30350

Los resultados están expresados en uJ.s"1.

De los resultados obtenidas en el cálculo del balance de nitrógeno se
puede considerar que en el grupo control el balance para los aminoácidos no
esenciales es prácticamente nulo, siendo las variaciones muy pequeñas para
todos los grupos así como para el total, lo que parece señalar que en esta
situación se están produciendo una serie de interconversiones entre los
distintas aminoácidos, como podría ser la liberación de glutamato a
expensas del glutamato del acervo tisular, el cual podría proceder, a su vez,
tanto del glutamato captado como del generado por transaminación como de
la glutamina, dado que se ha descrito en este tejido la presencia de una
activa glutaminasa (Cooney et al., 1986), El valor más alto corresponde a
los aminoácidos básicos, que puede atribuirse al mayor contenido de
nitrógeno por molécula de los aminoácidos de este grupo.

En los animales ayunados el balance de nitrógeno es también
ligeramente negativa, si bien en este caso el grupo que es afectado de
forma principal es el correspondiente a los aminoácidos no esenciales, con
cambio muy pequeños en los restantes grupos. Este hecho se relaciona con la
ya comentada liberación de alanina, glutamina y glicina por parte del tejido
en esta situación.

La situación cambia drásticamente en el momento que el animal es
expuesto al frío de forma aguda, ya que se produce una elevada captación de
aminoácidos, que se refleja en un balance positiva para todos los grupos
salvo para el de otros aminoácidos esenciales. La exposición prolongada al
frío vuelve a provocar cambias importantes en la situación, pasando a dar
un balance negativo de nitrógeno debido principalmente a los aminoácidos
básicas ya que es incluso positivo para los no esenciales y ramificadas. El
comportamiento del grupo de aminoácidos básicos es difícil de explicar en
estas dos situaciones de exposición al frío, y es debido principalmente a
cambios en la usina y la arginina. Por una parte la lisina es un
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aminoácido esencial que es utilizado principalmente en la síntesis de
proteínas; la liberación del mismo en los animales expuestos crónicamente al
frío no se puede atribuir exclusivamente a la degradación proteica, dado que
no se producen cambios parecidos en otros aminoácidos esenciales. Por otra
parte, la arginina es metabolizada en los mamíferos principalmente a través
de la arginasa, enzima que como ya se ha señalado no está presente en el
TAMI. Por lo tanto la interpretación de los datos correspondientes a este
grupo de aminoácidos es bastante confusa y hace pensar en la posible
incidencia de algún factor artefactual no detectado.

Un grupo de aminoácidos que parece revestir un especial interés es el
de los ramificados. Como puede apreciarse en la tabla 5.3, el balance de
nitrógeno para este grupo es virtualmente nulo tanto para el grupo control
como para los animales sometidas a ayuno, mientras que es positivo en los
animales expuestos de forma aguda o crónica al frío, especialmente en estos
últimos. Individualmente hay una captación significativa de la isoleucina en
estos dos grupos, siendo los resultados correspondientes al conjunta de
dichos aminoácidos los siguientes:

Control +0,5 ± 8,8 nmol/min.g TAMI
Ayuno • +2,3 ± 1,9 nmol/min.g TAMI
Frío agudo +51,5 ± 47,0 nmol/min.g TAMI
Frío crónico +45,9 ± 31,6 nmol/min.g TAMI

En todos los casos la captación tuvo lugar a partir de los aminoácidos de
cadena ramificada de la fracción plasmática, siendo estadísticamente
significativa en los casos del grupo control y de los animales expuestas al
frío. Todos estos resultados parecen indicar que los aminoácidos de cadena
ramificada son especialmente importantes en los animales expuestos al frío,
mientras que no se utilizan por este tejido en los animales controles o
ayunados. Este hecho coincide con las resultados obtenidos en la primera
parte de esta tesis con relación a la actividad de la transaminasa de
aminoácidos de cadena ramificada, que muestran un progresivo incremento con
la duración de la exposición al frío, todo lo cual pasiblemente se relacione
con la utilización de estos compuestos cono substratos termogénicos, tal
como había sido propuesto en un sentido más general por Goodenough et al.
(1982). Algunos autores ya habían señalado la capacidad del TAMI del ratón
de transaminar activamente la leucina y de descarboxilar ' el 2-ceto-
isocaproato formado, así como que dicha capacidad descarboxilativa
disminuía con el ayuno (Raus et al., 1980). La utilización de la leucina por
parte del TAM podría verificarse a través de su vía degradativa cetogénica,
dado que se ha comprobada que en este tejido está presente una elevada
actividad HMG-CoA liasa, mientras que está ausente la HMG-CoA sintetasa
(Cooney et al., 1986), lo que permite sugerir que este tejido no puede
sintetizar cuerpos cetónicos a partir de los ácidos grasos por esta vía,
pero que sí puede hacerla a partir de la leucina, si bien otros autores
indican que esta síntesis es reducida, por lo menos In vitro (Yeh, 1984).

Los resultados obtenidas en el cálculo del balance de energía, si bien
son únicamente valores teóricas, señalan que los aminoácidos tienen en
cualquier caso importancia cuantitativa significativa únicamente en el caso
de la exposición aguda al frío, en el que pueden representar sobre el 35% de
la energía correspondiente a la oxidación de glucosa. Cabe pensar que en
esta situación los aminoácidos pueden tener importancia como substratos
energéticas, la que podría corresponder a una situación de emergencia en la
que la producción de calor se convierte en una necesidad vital. Por contra,
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el balance energética es negativa en los animales expuestos al frío de
forma crónica, indicando que en esta situación no juegan un papel
termogénico, con la única excepción de los de cadena ramificada, cuya
contribución es incluso mayor que en los animales expuestos al frío de
forma aguda.

El distinto comportamiento del tejido con relación al metabolismo de
los aminoácidos puede ser un refleja de la estrategia seguida por el animal
en cada caso. De esta forma, en el ayuno, el TAMI parece comportarse como
un tejido periférico típica, exportando alanina y glutamina, aunque sea una
liberación muy pequeña con una tendencia hacia la conservación del
nitrógeno amínico típica de esta situación. En los animales expuestos de
forma aguda al frío la producción de calor se convierte en una necesidad
urgente, para lo cual se utilizan distintos substratos, entre los que podrían
incluirse los aminoácidos. Por contra, la exposición crónica representa una
fase más avanzada de la adaptación del animal, en la que éste deja de
utilizar los aminoácidos salvo los de cadena ramificada, empleando con
fines termogénicos otros substratos -tal vez más adecuadas- como las
ácidos grasos y la glucosa.

5.3.4. CAPTACIÓN/LIBERACIÓN DE GLUCOSA POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN
IITERESCAPULAR "IÏT VIVO".

La utilización de glucosa por el TAMI in vivo ha sido puesta de
manifiesta por distintas autores en el curso de los últimas añas, utilizando
tanto el método de las diferencias arteriovenosas (Hardman y Hull, 1970; Ma
y Faster, 1986) como el de la captación de la 2-desoxi(3H)glucosa (Ferré et
al., 1986; Smith et al., 1986; James et al., 1986). De hecho, la glucosa puede
ser considerada como un posible substrato termogénico para el TAM dada la
elevada capacidad glucolítica que muestra este tejido (Cooney y Newsholme,
1982) así como la elevada tasa de lipogénesis (McCormack, 1982), de manera
que la glucosa puede ser un importante combustible para el TAM cuando está
disponible en la sangre, ya sea utilizada por vía glucolítica o bien
indirectamente previa transformación en acidas grasos. De este modo, en el
conejo se ha observado una activa captación de glucosa y de ácidos grasas
cuando en el tejido se han agotado las reservas lipídicas (Hardman y Hull,
1970). También se ha verificada que esta captación de glucosa es sensible a
la insulina (Ferré et al., 1986; Smith et al,, 1986; James et al., 1986), y
que puede ser modulada por el estado fisiológico o patológico del animal
(Ferré et al., 1986).

Los valares de captación de glucosa por el TAMI ín vivo (0,06
umoles/min/g) son similares a los obtenidas en condiciones básales por
Ferré et al. (1986) (0,033 umoles/min/g) y por Smith et al. (1986) (0,021
umoles/min/g). Con el ayuno los valares de captación de glucosa se
mantienen, a pesar del desc.nso en la asequibilidad de este substrato por
su menor concentración arterial y por la disminución en el flujo sanguínea.
Más marcadas son los efectos de la exposición aguda o crónica al frío, en
las que la captación aumenta considerablemente. La aclimatación al frío da
un valor de captación de glucosa mayor que la determinada con el método de
la 2-desoxiglucosa (Smith et al.,"1986); esta elevada captación se relaciona
con el incremento en el flujo sanguíneo a través del tejido (Foster y
Frydman, 1978b), así como un aumento en las actividades de los enzimas
glucolíticos hexoquinasa y fosfofructoquinasa (Conney y Newsholme, 1982), al
tiempo que el TAMI muestra una mayor sensibilidad hacia la insulina (Smith
et al., 1986). El valor obtenido de 2,35 umoles/min/g TAMI, considerando que
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1a tasa de utilización de glucosa para estos animales es de 18,5umoles/min
para todo el animal, nos permite calcular que aproximadamente el 8% del
recambio de glucosa es atribulóle al T AM I, valor que se eleva hasta el 32%
si consideramos que la masa del depósito interescapular representa
prácticamente la cuarta parte del TAH de todo el animal (Foster y Frydman,
1978b>, En todos los grupos experimentales estudiados, la captación de
glucosa se verifica a partir del plasma y no de la fracción transportada
por las células.

Estos resultados parecen apoyar la idea de que la glucosa puede ser un
importante substrato termogénico para el TAM, si bien los resultados
obtenidos corresponden a captación por parte del tejida y no indican el
destino final que tiene esta glucosa.
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CONCLUSIQHES

1) El tejido adiposo marrón interescapular de la rata presenta unos
niveles de actividad enzimática que le proporcionan una elevada
capacidad potencial para utilizar los aminoácidos como substratos
metabólicos.

2) El tejido adiposo marrón interescapular capta y utiliza activamente
alanina y glucosa In vitro, La utilización de alanina se ve favorecida
por la disponibilidad de glucosa; este efecto cooperativo no se
manifiesta en la utilización de glucosa en presencia de alanina.

3) Los resultadas obtenidas tanto en los experimentas la vivo como la
vltro sugieren que el tejido adiposo marrón interescapular utiliza
algunos aminoácidos, como la alanina, como substratos energéticos en
situaciones de emergencia, como puede ser la exposición aguda al frío,
aunque no en condiciones de frío crónico o ayuno.

4) Los aminoácidos de cadena ramificada desempeñan un importante papel
como substrato energético del tejido adiposo marrón en condiciones de
estimulación del tejido, como son la exposición aguda y especialmente
la exposición crónica al frío.

5) Bl tejido adiposo marrón capta del torrente circulatorio varios
aminoácidos, como la glutamina, cediendo a cambia glicina y prolina,
para mantener el balance nitrogenado del tejido en todas las
situaciones estudiadas.

6) En líneas generales los aminoácidos no parecen desempeñar en conjunto
un papel decisivo en la capacidad termogénica del tejido adiposo
marrón en situaciones de estimulación, en comparación con la glucosa,
substrato energético cuantitativamente más importante.
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