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5.1. Parte 1: ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y COMPOSICION DEL
ACERVO DE AMIFOACIDOS LIBRES DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR

5.1.1. PESO Y COMPOSICION DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR,

El peso y la composicion del TAMI mostré variaciones en funcién de la
situacién fisiolégica a la que se encontraba sometido el animal. De esta
manera el ayuno de 24 horas indujo en los animales una disminucién del peso
corporal de un 10,7% y un descenso similar en el peso del TAMI, por lo que
en proporcién al pesc corporal el peso de este tejido no se modifics, tal
como ya habian seflalado otros autores para un ayuno de esta duracién (Tulp,
1083). Aunque la cantidad relativa de proteinas aumentaba, la cantidad total
de proteinas 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 sltuaciones de ayuno m&s prolongadas en las que hay una disminucién
tanto de las proteinas totales como de las mitocondriales, coincidiendo con
una disminucién de la capacidad termogénica del tejido (Rothwell et al.,
1984),

Los efectos de una exposicién aguda al frio sobre el peso del TAMI son
similares a las del ayuno, con una disminucién del peso absoluto del tejido
pero no del relativo. Esta disminucién es atribuible a la desaparicién
activa de los lipidos, que son utilizados como substrato termogénica, con la
correspondiente disminucién de este componente tisular; por otra parte hay
un aumento relativo en la proporcién de proteinas 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 frio agudo). Mas acusado es el efecto de la exposicién
crénica, en la que se observa un claro aumento del peso del tejido,
atribuible a la hiperplasia del TAMI como respuesta a la aclimatacién al
frio relacionada con una mayor capacidad de respuesta calorigénica a las
catecolaminas (Bukowiecki et al., 1882).

La exposicién crénica al frio determina un incremento notable en 1la
ingestién de alimenta, tal como han descritoc otros autores en la rata
(Trayhurn, 1979; Portet, 1981; Kihn et al., 1983) y en el ratén (Trayhurn,
1979), y que puede explicarse en funcién del incremento de la tasa
metabélica 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 debldo a que la energia extra ingerida es utilizada
preferentemente como combustible para satisfacer las mayores necesidades
termogénicas de estos animales, con una mayor produccién de calor. De esta
manera, tras un periodo de 15 dias de aclimatacién al frioc se observaron
notables diferencias entre este grupo y el control:

CONTROL FRIO CRONICO

Peso corparal (g): inicipo 200,22 200,6
final 287,3 249,3

incremento 87,1 48,7

Tasa de crecimiento (g/dia) 5,81 3,25
Pienso ingerido (g) 343,6 452, 7
Energia ingerida (kI) ... . -. 4157,6 . - . ©477,7
(kJ/Ve.7=2/diad 680,4 992,8

Energia depasitada (kI) , 1498, 1 o 837,3

El valor correspondiente a la energia depositada se ha calculado asumiendo
un valor medio de 17,2 kJ (Rothwell y Stock, 1979) como coste energético
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por gramo de peso corporal incrementado. Calculando la eficiencia como el
cociente entre la energia depositada y la ingerida se obtienen los valores
del 36,0% para los animales del grupo contraol y del 15,3% para 1los
aclimatados al frio, es decir una eficiencia inferior a la mitad de la de
aquéllos.

5.1.2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y COMPOSICION DEL ACERVO DE AMINDACIDOS
LIBRES EN EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR.

El TAMI presenta actividades detectables para las distintas
actividades enziméaticas estudiadas, y que en lineas generales son similares
a las observadas en el higado y el musculo esquelético, que son 1los
principales tejidos implicados en el mnetabolismo de 1los amincacidos.
Unicamente no se han detectado actividades correspondientes a los enzimas
arginasa y serina deshidratasa, enzimas que emn la rata se encuentran
principalmente confinados en el higado (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, 1la
serina deshidratasa es un enzima clave en la utilizacién gluconeogenética de
la serina por parte del higado del animal adulto (Sandoval y Sols, 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 metabdélicamente la
serina, al mencos a través de su desaminacién directa.

Para los restantes enzimas estudiados, el TAMI muestra actividades
comparables a las halladas en el misculo esquelético e incluso a las del
higado. Las actividades halladas en el higado, muscule y tejido adiposo
blanco son similares a las descritas en otros estudios llevados a cabo
anteriomente en nuestro Departamento, especialmente en lo que se refiere a
la alanina (Palou et al., 1980a) y aspartato transaminasas (Remesar et al,
1980c) y 1la glutamato deshidrogenasa (Remesar et al.,, 1980b), Las
principales, diferencias con relacién a estos estudios se observan en la
glutamina sintetasa (Arola et al., 198la) y en la adenilato desaminasa
(Arola et al., 1981b) del masculo esquelético; estas diferencias pueden
atribuirse principalmente a razones metodolégicas, especialmente a la
composicién del medio de haomagenizaclién utilizado <(Garcia-Palmer et al.,
1985). Por otra parte, las actividades halladas para la transaminasa de
aminoAcidos de cadena ramificada son similares a las descritas para estos
tejidos por Ichihara (1975) y Kadowaki y Knox (1982),

Con relacién al tejido adiposc blanco, el TAMI presenta actividades
mas altas y por lo tanto una mayor capacidad potencial de metabolizacién de
los aminoacidos, si bien al efectuar la correccién en funcién del contenido
en proteinas aparece una clara similaridad entre ambos, aunque se mantienen
las diferencias en la aspartato transaminasa, glutamina sintetasa y
adenilato desaminasa en las hembras y 1la aspartato transaminasa,
transaminasa de aminodcidos de cadena ramificada, glutamato deshidrogenasa
y adenilato desaminasa en los machos. Esta mayor actividad viene
determinada también por el mayor flujo sanguineo a través del TAMI.

No se aprecian en ningun caso diferencias debidas al sexo de los
animales en las' actividades enzimAticas 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 quiza este
de acuerdo con la mayar capacidad de produccién de calor observada en las
hembras (Castelld y Alemany, 198%).
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La alanina transaminasa muestra en el TAMI una actividad notable,
mayor que la del misculo y aproximadamente la tercera parte de 1la
observada en el higado. Este hecho se relaciona con la capacidad del TAMI
de utilizar la alanina, de acuerdo con los estudios realizados in vivo, en
los que se ha observado la incorporacién de los carbonos de este aminoacido
preferentemente en los lipidos del tejido (Prats, 1985; Monfar et al., 1987).
En tal casa, el papel de este enzima en el TAMI estaria mAs préximo al del
higado (como tejido que utiliza la alanina) que al del miscula (camo tejido
productor de alanina), si se hace referencia a estos dos tejidos
paradigmaticos implicados en el ciclo de la glucosa-alanina (Felig, 1973).

La actividad de la aspartato transaminasa parece estar més relacionada
con el intercambilo de substratos entre el citoplasma y la mitocondria que
con la utilizacién del aspartato (Dennis y Clark, 1978); también interviene
activamente en la via de suministro de nitréogeno 2-aminlco procedente del
glutamato hacia los ciclos de la urea y del purin-nucleétido. E1 TAMI, como
tejJildo que oxida el exceso de substratos, no parece necesitar tales
intercambios intracelulares a gran escala, y es posiblemente por esto por
lo que la actividad de este enzima es comparativamente baja con relacién a
la que presentan el higado y el misculo esquelético.

La transaminasa de aminodcidos de cadena ramificada es un enzima
importante implicado en 1la primera etapa del catabolismo de estos
aminoacidos, cuya utilizacién como substratos energéticos es caracteristica
del miscula (Odessey y Goldberg, 1972), si bien es un enzima ampliamente
distribuido en los tejidos de la rata (Kadowakil y Knox, 1982). La presencia
de una actividad leucina aminotransferasa en el TAMI del ratén fue sefialada
por Rous et al. (1980), quienes indicaron que este tejido era capaz tanto de
transaminar activamente este aminoadcido como de descarboxilarlo. La elevada
actividad hallada en el méasculo esquelético estd de acuerdo con esta
observacién, aunque de todas formas las actividades del TAMI y del tejido
adiposo blanco, cuando se expresan en funcién del contenido en proteinas,
son comparables a las de aquél, mientras que 1la del higado es
considerablemente inferior, tal como se seflala en la bibliografia (Ichihara,
1975; Kadowaki y Knox, 1982). Esta elevada actividad hallada en el TANMI
sugiere una cilerta capacidad metabolizadora de los aminnaclidos de cadena
ramificada, lo que se relaciona con la elevada capacidad 1lipolitica del
tejido, ya que la degradacién final de los 2-cetoacidos de cadena ramificada
sigue esencialmente las vias de degradaciéon de los &cidos grasos (Bender,
1975); esto suglere la posibilidad de que estos aminoadcidos puedan ser
utilizados como substratos energéticos para el mantenimiento de 1la
termogénsis del tejido.

La adenilato desaminasa es un enzima clave del ciclo del purin-
nucleétido (Tornheim y Lowenstein, 1972), al que se le ha propuesto un papel
significativo en el higado en la conversion del exceso de nitrégeno 2-
aminico en amonio,.a través del ciclo-del.purin-nucleétido.(Moss y McGivan,
1975). La actividad hallada en el TAMI es mayor que la del higado, aunque
muy inferior a la del musculo esquelético, que es el tejldo en el que la
actividad de este enzima es mayor (Arola et al., 1981b). La actividad
presente en el TAMI probablemente no est4d acoplada con el proceso
glucolitico,. a. diferencia de--lo que sucede- en -el - misculos (Tornheim y
Lowenstein, 1972; Tornheim, 1979), sino que el alto potencial de praoduccién
de amonio parece relacionarse con una capacidad metabolizadora de
aminoadcidos por parte del tejido. Recientemente se ha sugerido que el
fumarato formado en el ciclo del purin—nucleétido puedw temer una funcién
anaplerética, proporcionando intermediarios ‘del ciclo de Krebs, lo que
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permitiria un incremento de 1la respiracién mitocondrial durante 1la
contraccién 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), pudiendose atribuir las diferenclas a las distintas
metodologias empleadas en cada caso, en especial por lo que se refiere a 'la
temperatura de valoracién, la cual afecta notablemente a la actividad de
este enzima (Kaletha, 1976).

El elevado potencial de produccién de amonio del TAMI a través de la
adenilato desaminasa es parcialmente compensado por las altas actividades
de dos enzimas que pueden actuar tedricamente como receptores de dicho
amonio, la glutamato deshidrogenasa (McGivan y Chappell, 1975 y 1la
glutamina sintetasa (Takagaki et al., 1961); cabe recordar que la glutamina
es una forma no toéxica de transporte de nitrégenc hacia los tejidos del
lecho esplancnico, donde se verifica su eliminacién en forma de urea
(Aikawa et al., 1973). Para ambos enzimas la actividad presentada por el
TAMI es mayor que la del musculo esquelético y menor que la del higado.

Todos estos datos parecen sugerir un activo potencial metabolizador de
aminoAcidos por parte del TAMI, de forma que esta maquinaria enzimatica,
unida a la elevada capacidad metabbélica del tejldo y al elevada flujo
sanguineo que recibe, parecen sugerir que los aminodcidos pueden representar
una parte importante de 1los substratos que el tejido utiliza como
combustible termogénico; al menos existe una capacidad enzimatica suficiente
para ellos. Por las actividades halladas para los enzimas estudiados, el
TAMI ocuparia una posicién intermedia entre el higado y el miasculg,
principales tejidos implicados en el metabolismo de los aminoadcidos y que
representan los dos extremos del sistema de transporte de nitrégena 2-
aminico por la sangre (Felig, 1973); asi pues, el TAMI se diferencia en 1lo
referente al metabolismo de los aminobdcidos de lo que sucede con los
enzimas del metabolismo de los glucidos y de los cuerpos ceténicos, en los
que el TAMI estad més préximo al tejido adiposo blanco que al higado (Cooney
et al., 1986).

Por lo que se refiere a la composicién del acervo de aminoacidos
libres del TAMI, se observa que cuando se expresa dicho contenido en
funcién del pesp del tejido, la concentracién total de aminoAcidos es menor
a la de otros tejidos de la rata como el higado y el masculo, si bilen
notablemente superior a la presente en la sangre o el plasma (Soley et al.,
1982). El1 aminodcido predominante es 1la taurina, hecho que ha sido
repetidamente observado en diferentes tejidos de la rata (Hayes y Sturman,
1981; Soley et al., 1982; Lépez~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 aminoicidos gluconeogenéticos,
especialmente alanina, glutamato, glutamina y glicina, hecho que se repite
en otros tejidos de la —ata (Soley y Alemany, 1980b; Soley et al., 1682;
Pastor-Anglada et al., 1986) y también en otras especies (Buttery y Rowsell,
1974; Hosaki et al., 1985). Por otra parte, la concentracién de los
aminodcidos esencilales respecto al total es pequefia ya que apenas
representan el 7,5% del total, de modo similar a lo que ocurre en higado y
masculo (Scley et al., 1982).
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TABLA 5.1.- RELACIONES DE CONCENTRACION TEJIDO/SANGRE Y TEJIDOQ/PLASMA.
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5.1.3. EFECTO DEL AYUNO Y DEL FRIO SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y LA
COMPOSICION DEL ACERVO DE AMINOACIDOS LIBRES DEL TEJIDO ADIPOSQ MARRON
INTERESCAPULAR.

Se discuten a continuacién 1las variaciones observadas en las
actividades de los distintos enzimas estudiados, asi como en el acervo de
aminoadcidos libres del TAMI como consecuencla del ayuno o de la exposicién
aguda o crénica al frio. Para ello se han considerado las relaciones de
concentracién de los distintos aminoadcidos entre el TAMI y la presente en
sangre y plasma <(tabla 5.1), debido al reconocido papel que juegan las
células sanguineas en el transporte de aminoAcidos entre los distintos
érganos del animal (Elwyn, 1966; Felig et al., 1973; Vifias, 1986), asi como
por las diferenclas en la composicién del acervo de aminoacidos entre el
plasma y la sangre total. '

5.1.3.1. EFECTO DEL AYUNO.

Es un hecho bien conocido que el metabolismo y el transporte inter-
organos de los amincacidos estd aumentado durante el ayuno, incrementandose
el flujo de alanina y de glutamina desde los tejidos periféricos hacia los
organos del lecho esplancnico (Aikawa et al., 1973; Fellg, 1973; Ruderman,
1975), incrementandose la utilizacién hapatica de alanina como parte del
ciclo de la glucosa—-alanina (Felig, 1973). En parte este flujo es utilizado
para la gluconeogénesis hepatica asi- como -para- el transporte del nitrégeno
aminico hacia el higado, para facilitar su eliminacién principalmente a
través del ciclo de la urea.

El TAMI de los animales sometidaos a ayuno muestra un notable descenso
en los niveles de aminodcidos tanto si se expresa por peso de tejido como
por peso de agua tisular; los aminocacidos mas afectados son la taurina,
alanina, glutamina, serina y treonina. Por otra parte el ayuno de 24 horas
provoca también una disminucién de los niveles plasmiticos de aminoacidos
totales milentras que aumenta la concentracién a nivel de la sangre total,
hecho ya descrito en la rata (Soley et al., 1982), con el consiguiente
incremento en la relacién células/plasma que se asocla con el importante
papel que Jjuegan los eritrocitos en el transporte interorganal de
aminodcidos (Elwyn et al., 1972; Vifias, 1986). El incremento en los niveles
sanguineos puede relacionarse con la mencionada movilizacién de aminoacidos
desde los tejidos periféricos y hacia los organos del lecho esplancnico
(Aikawa et al., 1973; Felig, 1973; Ruderman, 1975). También se produce un
descenso en la concentraciéon de glucosa y un aumento en los niveles de
4cldos grasos plasmaticos (Palou et al., 1981), este d4ltimo relacionado con
el incremento de la lipolisis en el tejido adiposo blanca.

Las tasas de extraccién de aminoadcidos circulantes pueden verse
afectadas por el descenso en el flujo sanguineo como consecuencia del ayuno;
de la misma forma que se ven afectadas la capacidad termogénica del tejido
y su actividad metabdélica global disminuyen en las situaciones de privacién
de alimento (Rothwell et al., 1984). A pesar de la disminucién de la
utilizacién energética de substratos, los cambios observados en el
aminograma tisular con relacién a los de los enzimas estudiados, sugieren
una posible contribucién de 1los aminoAdcidos como combustible del
metabolismo energético del tejido. Los principales descensos en las
concentraciones de aminocadcidos se observan a nivel de los no esenciales,
situaclén que estd de acuerdo con lo aobservado en otros érganos de la rata
durante el ayuno (Soley et al., 1982), y corresponde a la aplicacién de una
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estrategia de conservacién del nitrégeno amiinico en general, y de 1los
aminoacidos esenciales en particular, durante las situaciones de ayuno
(Cahill, 1970).

El descenso de los niveles de alanina en el TAMI, asociado a 1la
disminucién observada en su relacién de concentracién tisular con respecto
a la circulante, sugiere la utilizacién de este aminoidcido por parte del
tejido, probablemente con finalidad energética, de acuerdo con lo abservado
en estudios realizados in vivo (Monfar et al., 1987). La falta de cambios en
la alanina transaminasa, hecho similar al observado en el higado (Palou et
al., 1980a) suglere que este enzima se encuentra presente en el tejido en
una cantidad suficiente como para satisfacer el incremento de la utilizaciém
de alanina, al igual de lo que acontece en higado y masculo.

No se han observado cambios en la concentracién de glutamato del
TAMI, ni tampoco en 1las relaciones de concentraciones tejido/sangre ni
tejido/plasma, lo que estdA de acuerdo con el papel central que este
aminodcido Juega en el metabolismo global de los aminoAcidos y en 1la
economia del nitrégeno. El descenso observado en la actividad glutamato
deshidrogenasa puede asaociarse a la conservacién de los niveles tisulares
de glutamato, cuya proporcién respecto al porcentaje total de aminoacidos
sube del 9 al 15% como consecuancia del ayuno. Par otra parte, la relacién
de concentracién glutamato/aspartato (3,3 en los controles y 3,7 en los
animales ayunados) se mantiene practicamente constante, de acuerdo con el
papel equilibrador que desempefia la aspartato transaminasa, cuya actividad
en el TAMI parece ser sufucuente como para mantener el equilibrio entre
ambos aminoacidos.

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 situacién en el del misculo (Arola et al.,, 198la). las
relaciones de concentracién para el par glutamina/glutamatoc (0,87 en las
controles y 1,45 en los ayunados) se incrementan considerablemente con el
ayuno, sugiriendo un cambio en la captacién de este aminoacido, dado que la
relacién entre la concentracién tisular y la presente en sangre o plasma
puede relacionarse tanto con una menor captacién o una menor produccién, si
bien esta 0ltima posibilidad es poco probable pues la actividad de la
glutamina sintetasa no varia, mientras que la disponibilidad de glutamato en
- el tejido se mantiene o incluso aumenta ligeramente.

Por otro lado, el descenso observado en el enzima productor de amonio
adenilato desaminasa, al igual que sucede en el higado de los animales
ayunados (Arola et al.,, 1981b) sugiere una menor produccién de amonio, el
otro substrato de la glutamina sintetasa. La baja actividad del cicleo del
purin nucleétido, unida al mantenimiento de la actividad de la transaminasa
de los aminoicidos de cadena ramificada, se inscribe dentro de un esquema
general de conservacién del nitrégeno aminico que caracteriza al ayuno en
los mamiferos (Cahill, 1970).

En lineas generales puede considerarse a partir de los resultados
obtenidos que en una situacién de ayuno de 24 horas el TAMI puede presentar
una clerta capacidad de utilizacién de 1los aminoacidos, que afectaria
principalmente a los no esenciales mientras que habria una tendencia hacia
la conservacion de 1los esenciales. En este sentido, el menor potencial
generador de amonio que se observa en el tejido en esta situacién esta de
acuerdo con la conservacién de nitrégeno a nivel de todo el organismo que
caracteriza el ayuno. Por otra ©parte, las menores relaciones de
concentracién entre el tejido y sangre o plasma sugieren unas menores tasas
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de extraccién, hecho al que debe unirse el menor efecto del flujo sanguineo
a través del tejido.

5.1.3.2. EFECTO DEL FRIO,

La exposicion aguda al frio afecta a la actividad termogénica del TAM,
principalmente por estimulacién adrenérgica. Como resultado de esta
estimulacién se incrementa la oxidacién de lipidos <(Portet, 1581) y el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa (Nedergaard y Cannon, 1985%),
mientras que durante la aclimatacién al frio estas respuestas son
progresivamente moduladas por la adaptacién del tejido, 1o que comporta
camblos en el contenido de proteinas mitocondriales y de termogenina
(Sundin y Cannon, 1980), asi como un incremento en el flujo sanguineo a
través del tejldo (Foster y Frydman, 1978b). El resultado conjunto de todos
estos cambios es un incremento en la produccién de calor que tiene por
finalidad el mantenimiento de la temperatura corporal.

La exposicién aguda al frio provoca séloc pequefios cambios en las
actividades de los enzimas implicados en el metabolisma de los aminocacidos,
asi como cambios en la composicién en el acervo aminocacidico del TAMI
menores de los que induce la aclimatacién al frio. En este sentido las
diferencias entre los dos grupos de animales expuestos al frio son méas
marcadas que las existentes entre el grupo control y el de frio aguds,.

Algunos aminodcidos son probablemente mas accesibles en el tejido de
los animales expuestos de forma aguda al frio que en los controles, como
puede observarse a partir de las concentraciones tisulares de los mismos.
La exposicién aguda al frio no modifica la concentracién de aminoacidos
totales del tejido cuando se efectha la correccién en funcién del contenido
de agua tisular, aunque si se observan cambios en la mayor parte de dichos
aminoAcidos. La pérdida global de aminoidcidos tisulares de estos animales
es principalmente atribuible a los descensos en las concentraciones de
taurina y de alanina, pudiendo estar relacionado este dGltimo con la
utilizacién de este substrato por parte del tejido (Prats, 1985; Monfar et
al., 1987), Otras concentraciones tisulares varian también aunque en menor
proporcién absoluta con relacién a los controles.

La aclimatacién al frio provoca un aumento de los aminoadcidos libres
del tejido cuando los resultados se expresan corregidos por el contenido de
agua tisular. Dicha exposicién crénica al frio da lugar a una considerable
disminucién en 1la concentracién de la mayor parte de los aminoacidos
esenclales, asi 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 nitrégeno aminico hacia glutamato, si bien
esta tendencia aparece ligeramente modificada cuando las concentraciones
tisulares se comparan en funclén de las presentes en sangre o en plasna,
que pueden llegar a dar .interpretaciones muy diferentes.

Bl frio induce un incremento de la concentracién sanguinea de
aminocédcidos, lo que puede relacionarse con una activacién del metabolismo
de estos compuestos por parte del higado (Whitten et al., 1970), unida a un
incremento de la movilizacién de las proteinas musculares (Smith, 1976); el
resultado es un balance nitrogenado negativo y una mayor excrecién de urea
(Bodansky y Duff, 1936; Young y Cook, 1955), lo que se refleja en un
incremento de los niveles de urea plasmatica. Tambien se produce un
incremento de los niveles de &cidos grasos plasmAticos como consecuencia de
la movilizacién de las reservas lipidicas para satisfacer la mayor demanda
termogénica en estos animales (Partet, 1581)
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Los cambios en las concentraciones de aminodcidos circulantes son en
parte paralelos a los observados en el TAMI, lo que permite hacer mas
comparables las situaciones de exposicién aguda y crénica al frio. En ambos
casos la mayor parte de las relaciones de concentracién de aminoacidos
muestran una tendencia comparable, como ocurre en los casos de la alanina,
asparraguina, glicina, aminodcidos de cadena ramificada, taurina, metionina,
“cisteina" y citrulina, asi como para el conjunto de los aminodcidos totales.
Ello sugiere la existencia de un proceso relativamente uniforme en la
adaptacién del metabolismo de los aminodcidos en el TAMI como consecuencia
de la exposicién al frio, lo que estd de acuerdo con la uniformidad que se
observa en la tendencia al cambio de algunas de las actividades enzimaticas
estudiadas, como son la glutamato deshidrogenasa, la transaminasa de
aminoacidos de cadena ramificada y la adenilato desaminasa, incrementandose
la actividad de las dos primeras en funcién de la duracién de la influencila
del frio y disminuyendo la de la adenilato desaminasa.

Los cambios en 1las relaciones de concentracién de los distintos
aminohcidos tisulares con respecto a los circulantes pueden ser atribuidos a
variaciones en la captacién o liberacién de los mismos por parte del tejido,
o bien a cambio de su produccién y utilizacién. Sin embargo, a partir de laos
cambios observados en las proteinas totales en ambas situaciones de
exposicién al frio, puede asumirse que el +tejido no genera un flujo
significativo de aminochcidos desde sus proplas proteinas, por lo que los
cambios en dichas relaciones de concentracién s6lo pueden ser la
consecuencia de alteraciones en el intercambio de anminodcidos con la sangre
o de cambios debidos a interconversiones entre diferentes aminocacidos.
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 aminocédcidos, hecho que estd de acuerdo con el
incremento que paralelalmente se observa en el caso del aspartato, y que es
debido al equilibrio existente entre ambos amincdcidos por la presencia en
el tejido de niveles suficlientes de aspartato transaminasa. Por otra parte,
los niveles de glutamina disminuyen sensiblemente como consecuencia de 1la
aclimatacién al frio a pesar de los altos niveles de glutamato, mientras que
la relacién de concentraciones con respecto a la sangre también disminuye
con la duracién de la exposicién al frio; este hecho coincide con un
descenso significativo de la actividad de la glutamina sintetasa en las
ratas aclimatadas al frio cuando ésta se expresa en relacién al contenido
de proteinas del tejido. Estos datos sugleren una menor captacién de
glutamina por parte del tejido o, mas probablemente, una menor sintesis de
este aminoacido por parte del tejido.

Por otro lado, el incremento de 1la actividad de 1la glutamato
deshidrogenasa no puede correlacionarse directamente con los datos
disponibles debido a la reversibilidad del enzima, de modo que la actividad
dirigida hacia la sintesis de glutamato, como:..n el caso del higado (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 aminocacido y
la necesidad de metabolizarlo, dado que la actividad del ciclo del purin-
nucleétido parece considerablemente disminuida a la vista de los resultados
obtenidos para la adenilato desaminasa. Esta posible incapacidad para
convertir el nitrégeno aminico en amonio podria contribuir al mantenimiento
de los altos niveles de aspartato, y al mismo tiempo esta de acuerdo con el
descenso ohbservado 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 sintesis de las purinas, funcién especialmente
importante en un tejido que muestra una clara hiperplasia como es el caso
del TAMI como consecuencia de la aclimatacién al frio (Bukowiecki et al.,
1682). :
las concentraclones sanguinea y plasmatica de los aminocacidos de
cadena ramificada presentan un incremento progresivo con la duracién de la
exposicién al frio, hecho que ya habia sido mencionado por otros autores
(Kuraoshima, 1979). Por contra, la concentracién de estos aminodcidos 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
frio. Este hecho parece estar de acuerdo con una mayor captaclén de estos
amino4dcidos por parte del TAMI, que resulta tanto mayor cuando se comparan
con los controles en funcién del flujo sanguineo, que es mucho mayor en los
animales aclimatados al frio (Foster y Frydman, 1878b). El1 aumento
considerable de la actividad de la transaminasa de aminodcidos de cadena
ramificada en este tejido como consecuencia del frio est4 de acuerdo con una
activa utilizacién de estos aminoadcidos en estos animales. Los grupos amino
procedentes de dicha transaminacién podrian ser transferidos al glutamato,
mientras que sus cadenas hidrocarbonadas podrian ser utilizadas como
substrato energético, del mismo modo que lo son en el misculo (Odessey y
Goldberg, 1972). La posible utilizacién de 1los aminodcidos de cadena
ramificada como substrato energético- durante 1la - aclimatacién al frio ya
habia sido propuesta por otros autores (Goodenough et al., 1982), aunque no
se habia indicado que dicha funcién pudiera tener lugar en el TAM.

En el caso de la alanina, el descenso que se observa con la influencia
del frio sugiere una menor captacién de este aminoAcido, cuya utilizacién
por parte de este tejido ya ha sido puesta de manifiesto (Monfar et al.,
1987), mientras que la ausencia de cambilos significatives en la actividad
de la alanina transaminasa sugiere, de la misma manera :que la sefialada en
el caso de la aspartato transaminasa, que la actividad presente en el tejido
es suficiente para cubrir sus necesidades metabélicas en este sentido.

Por lo tanto, a partir de 1los resultados proporcionados por las
actividades enzimaticas y las concentraciones tisulares de los distintos
aminodcidos, puede sugerirse que se dan efectivamente unos cambios
significativos en el metabolismo de los estos substratos en el TAKI
inducidas por la expasicién al frio. 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 exposicién
a corto o a largo plazo. En este sentido la exposicién al frio o respuesta
aguda es comparable a 1la adaptacién al frio o respuesta crénica,
representando dos grados diferentes de una misma respuesta uniforme de
adaptacién al frio.

5.1.4. RECAMBIO PROTEICO EN EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR.

Se han propuesto diferentes métodos para determinar la velocidad de
recambio proteico, si bien ninguno de ellos est4d exento de problemas a la
hora de interpretar laos resultados obtenidos (Everett y Zak, 1980). El
método que se ha wutilizado en el presente estudio consiste en la
administracién de una unica dosis de un trazador, que presenta la ventaja de
su simplicidad aunque con el inconveniente de la posible reutilizacién de
los aminoidcidos procedentes de la degradaciéon de las. proteinas marcadas



-136-

(Alemany, 1976); este problema se ha resuelto mediante la utilizacion de la
L-(guanidino-'4C)-arginina como aminoédcido trazador, ya que este aminocécido
es degradado por la arginasa con lo que se reduce considerablemente, aunque
no totalmente, dicha reutilizacién.

Los resultados correspondientes a la velocldad de recambio proteico en
el TAMI indican una elevada capacidad de degradacién de las proteinas por
.parte de este tejido, hecho que puede relacionarse de alguna manera con una
alta capacidad de metabolizacién de los aminoadcidos. Esta elevada capacidad
de degradaciéon de las proteinas se relaciona con la diminucién del
contenido de proteinas 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 ratén (Desautels, 1985), que afecta también a las proteinas
mitocondriales y a la capacidad termogénica del tejido. Por contra, la
activacion del tejido, tanto por administracién de noradrenalina como por
exposiciéon al frio, determina - un incrementn en las proteinas tisulares,
sobre todo de las mitocondriales (Desautels y Himms-Hagen, 1979). Este
ultimo dato se contradice en cierta manera con los resultados obtenidos por
Yousef y Chaffee (1970), quienes determinaron a través de la administracién
de “=Se-seleniometionina una baja capacidad de sintesis de proteinas en el
TAM, a diferencia de lo que observaban en los casos del higado y del rifiénm,
y que dicha sintesis no se incrementaba como resultado de la aclimatacién
al frio.

Los valores de vida media de las proteinas obtenidos para los
restantes tejido estudiados- son comparables a los descritos normalmente en
la bibliografia (Garlick et al., 1975; MNMillward y Garlick, 1972). Las
diferenclas observadas entre los distintos tejidos son atribuibles en parte
al tipo de proteinas predominante ern cada caso, con valores de recambio mas
lento para aquellos tejidos con un importante componente estructural como
es el caso del miasculo esquelético y del corazén (Millward, 1970; Swick y
Song, 1974), mientras que el del higado es notablemente inferior como
corresponde a un tejido con una importante cantidad de enzimas, proteinas
que presentan un recambio més rapido (Millward, 1970). Por otra parte, la
situacion del rifion y del tejido adiposo blanco son intermedias a las
anteriores.

La vida media hallada para las proteinas plasmaticas es similar a la
descrito por Steinbock y Tarber (1954), pudiéndose atribuir la pequefia
diferencia existente a factores de tipo metodolégico y también al menor
contenido proteico del pilenso utilizado en los presentes experimentos.

Dado que los resultados para la mayoria de los tejidos estudiados se
encuentran entre los generalmente aceptados, cabe suponer que también los
datos para el TAMI 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 higado, que esta
de acuerdo con la plasticidad adaptativa de su sintesis de proteinas
mitocondriales evaluada en estudios de adaptacién al frio.
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5.2. Parte 2: ESTUDIO DE LA UTILIZACION DE ALANINA POR EL TEJIDO ADIPOSO
MARRON INTERESCAPULAR “IN VITRO".

5.2.1. JUSTIFICACION DE LA METODOLOGIA UTILIZADA

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

En los Gltimos afflos se ha utilizado, en un gran ndmero de estudios, la
técnica de incubaciones de adipocitos aislados mediante la incubacién del
tejido con colagenasa. Esta técnica presenta como principal ventaja el que
el oxigeno no es un factor 1limitante, 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 podrian interferir en determinados estudios, principalmente las
terminales nerviosas.

Sin embargo, esta técnica presenta diferentes inconvenientes, como son
el bajo rendimiento en la recuperacién de células viables, la seleccién de
células en funcién de su indice 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 proteoliticos de accién similar a la de 1la
tripsina. Otra critica que puede hacerse a esta técnica es la pérdida
durante el proceso de alslamiento delas zonas de comunicacién intercelular
(gap junction), las cuales probablemente estan implicadas en la transmisién
de substratos y de seflales hormonales entre células, de manera que se
pierde un posible sistema de regulacién al tiempo que pueden quedar
expuestas zonas de permeabilidad no fisiolégica (Nedergaard y Lindberg,
1982).

La utilizacién de fragmentos de tejido en los estudios metabélicos del
TAM es una técnica esencilalmente similar a la empleada con el tejido
adiposo blanco para el estudio de distintos aspectos metabélicos, entre
ellos los relaclonados con el metabolismo de los aminoadcidos y mas
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 fisiolégicas, asi 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 estan insuficientemente oxigenadas
- con lo que la difusién de oxigeno puede 1imitar la tasa respiratoria
(Friedli et al., 1978) - asi como por el rapido descenso en los niveles
tisulares de ATP observados por algunos autores incluso para tiempos de
incubacién cortos (McCormack, 1982).

Como puede comprobarse, cualquler aproximacién al estudio in vitro del
metabolisma del TAM presenta sus proplas ventajas e inconvenientes, que
determinan que ninguna de ellas sea plenamente preferible. En el presente
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estudio se opté por la eleccién de la técnica de incubacién de pequefios
fragmentos de tejido, entre otras razones por haber sido utilizada con
anterioridad en nuestro Departamento en el estudio del metabolismo de 1la
glucosa por el TAMI (Villarroya, 1986).

Para verificar la validez de la técnica y establecer las condicicnes
optimas a utilizar en estos estudios, se procedié a la realizacién de varias
pruebas experimentales que comportaban la comprobacién del efecto de 1la
concentracién de alanina a utilizar, asi como si la utilizacién de este
substrato en las condiclones de incubacién se mantenia lineal con respecto
al tiempo. Estos estudios se hicileron 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 grafica 4.2 se optdé por escoger como
concentracién de trabajo la de 0,75 uM, dado que para concentraciones
mayores no se Iincrementaban significativamente ni la oxidacién ni 1la
incorporacién de alanina al tejido; esta concentracion es algo mayor que la
concentracién sanguinea de este aminoidcido en la rata, de acuerdo con los
resultados presentados en 1la tabla 4.7. Por contra, la oxidacién de 1la
glucosa sigue incrementdndose para concentraciones superiores al rango
fisiolégico, hecho que ©otros autores han verificado mediante 1la
determinacién de la captacién de 2-desoxiglucosa, demostrandose la elevada
capacidad de captacién de glucosa por parte de este tejido a altas
concentraciones de este substrato (Zamora et al.. 1987). Pese a todo, se
decidié adoptar como concentracién de trabajo la de S5 mM, que también han
utilizado otros autores en incubaciones del mismo tipo (Kasser y Martin,
1982; Villarroya y Mampel, 1985).

Se comprobé también la linealidad respecto al tiempo de incubacién de
la oxidacién y 1la incorporacién de ambos substratos, con el fin de
determinar si las velocidades de ambos procesos se mantenian constantes en
incubaciones de hasta una hora de duracién. Los resultados obtenidos
(grafica 4.3) confirman la constancia de las velocidades de oxidacién e
incorporacién, tanto para la alanina como para la glucosa, lo que supone el
poder calcular dichas velocidades con un solo tiempo de incubacién. De
hecho la linealidad de la utilizacién de la glucosa por el TAM con este
modelo experimental ya habia sido puesta de manifiesto incluso para
incubaciones de hasta dos horas (Kasser y Martin, 1982; Villarroya, 1986).

Finalmente se determinaron las relaciones de concentraciones ATP/ADP y
lactata/piruvato a diferentes tiempos de incubacién, para caracterizar la
situacién metabélica del tejido a lo largo del proceso de incubacién. De
especial 1importancia resulta ser la constancia de la relacién ATP/ADP, que
se mantiene ligeramente por encima de la unidad durante la primera hora de
incubacién. Esta observacidn contradice una de las principales criticas a la
técnica de incubacién de fragmentos de tejido, segin la cual los niveles de
ATP del TAM disminuyen brusca e irreversiblemente en los primeros minutos
de incubacién (McCormack, 1982), con el correspondiente descenso de 1la
relacién ATP/ADP. De todas formas, a los 60 minutos de incubacién se
produce un descenso significativo tanto de los niveles de ATP como de los
de ADP, y por ello se selecciondé como tiempo de incubacién el de 20 minutos
para todos los casos. Por otra parte, la relacién lactato/piruvato desciende
considerablemente durante la primera hora de incubacién a partir de unos
valores iniciales altos, que probablemente son el resultado de la inevitable
anoxia que se produce durante el proceso de extraccién y de preparacién del
tejido.
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5.2.2. EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LA UTILIZACION DE LA ALANINA POR EL
TEJIDO ADIPOSQ MARRON INTERESCAPULAR "IN VITRO".

Una wvez establecidas 1las condiciones éptimas del sistema de
incubaciones iIn vitro, se estudié el efecto la glucosa sobre la utilizacién
de la alanina por el TAMI, asi como el efecto reciproco. Los resultados
indican que la presencia de glucosa en el medio de incubacién determina una
tendencia bacia una mayor utilizacién de la alanina, especialmente por 1lo
que se refiere a la incorporacién a los distintos componentes tisulares,
tendencia que se pone de manifiesto en la grafica 4.5. Esta interaccién de
la glucosa sabre la utilizacién de la alanina podria estar relacionada con
la disponibilidad de potencial reductor (NADPH) necesario para la sintesis
de acidos grasos a partir del acetil~-CoA formado por accién de la piruvato
deshidrogenasa sobre el piruvato procedente tanto de la alanina como de la
glucosa. De alguna manera, la presencia de alanina determinaria que parte de
la glucosa fuese utilizada a través de la via de las pentosas—fosfato, la
cual es bastante activa en este tejido (Beloff-Chain et al., 1962; Mampel,
1981), generédndose el NADPH necesario para la lipogénesis.

Cuando se estudia el efecto de la alanina sobre la utilizacién de 1la
glucosa se aprecia una situacién opuesta a la anterior, de tal forma que
para una determinada concentracién de glucosa el incremento de la
concentracién de alanina en el medio provoca una disminucién de su
utilizacién, afectando de forma més marcada a su oxidacién que a 1la
“incorporacién--en- componentes - tisulares.  Una - posible explicacién de este
comportamiento podria estar basada en que haya una utilizacién de 2-
cetoglutarato que actia como receptor del grupo 2-amino de la alanina, lo
que representaria una disminucién en los niveles de uno de los principales
intermediarios del ciclo de Krebs, con la consiguiente pérdida de 1la
capacidad oxidativa global del mismo.

Para una mejor comprensién de estos resultados, se calcularon a partir
de los valores de captacién global de alanina o de glucosa los valores
correspondientes a las Km y a las Vwmax, obteniéndose 1los siguientes
resultados:

Km (mM) Vimax (umoles.hora~'.g—')

Alanina (Glucosal: 1 mM 0, 157 2,23
3 mM 0,799 4,53

7,5 mM 0,545 3,94

10 mM 0, 069 2,51

Glucosa [Alaninal: 0,3 mM 1,424 12,97
0,75 mM 0,718 10,25

1,0 oM 0,610 8,40

1,5 mM 0,303 6,78

En el caso de la alanina se observa que al aumentar la concentracion de
glucocsa en el medio de incubacién aparece un comportamiento bifésico, de
forma que para concentraciones entre 1. y 3 mM aumentan los valores tanto
de Km como de Vmax, mientras que para concentraciones mayores se produce
una clara disminucién de ambos parametros. Por contra, en el caso de la
glucosa hay una clara disminucién de la Km y de la Vmax conforme aumenta
la concentracién de alanina, o0 1lo que es los mismo, al aumentar 1la
concentracién de alanina disminuye la.velocidad a la que puede ser utilizada
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la glucosa por el TAMI al tiempo que aumenta la afinidad del tejido hacia
ese substrato. De todas formas estos resultados tan sélo son aproximativos,
por cuanto se han obtenido a partir de cuatro puntos y con un margen de
concentraciones reducido. Cabe sefialar, sin embargo, que la alineacién de
los puntos en una representacién de Lineweaver y Burk dié en todos los
casos coeficientes de correlacién lineal superiores a 0,95.

Estos datos parecen indicar 1la existencia de un alto grado de
interrelacién entre ambos substratos del TAM, que favorece la utilizacién de
alanina cuando hay poca glucosa disponible y que no disminuye sensiblemente
la utilizacién de ésta ain cuando haya suficiente alanina disponible.

5.2.3. EFECTO DE LA |INSULINA, NORADRENALINA Y GLUCAGON SOBRE LA
UTILIZACION DE LA ALANINA POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN
VITRO".

Tanbién se estudié el efecto de diferentes concentraciones de 1la
insulina, noradrenalina y glucagén sobre la incorporacién de los carbonos
de la alanina al tejido, asi comoc 1la oxidacién hasta CO=, viéndose
simultaneamente 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, asi como el efecto de las
distintas hormonas sobre el destino final de dicha alanina.

INSULINA 7

La insulina presenta un claro efecto estimulador sobre la utilizacién
de la alanina por el TAMI,- tanto de su oxidacién como sobre su
incorporacién a componentes tisulares, si blen dicho efecto estimulador se
verifica tan sélo en aquellos casos en los que la glucosa esta presente en
el medio de incubacién, dado que no se aprecia ninguna diferencia
estadisticamente significativa cuando este substrato estd ausente.

Es un bhecho conocido la capacidad de la insulina de incrementar 1la
utilizacién de la glucosa por el TAM, incrementando tanto su oxidacién como
su 1incorporacién a 1lipidos (Shackney y Joel, 1966), que tiene lugar
inicialmente a través del incremento de su captacién por el tejido (Czech et
al., 1974), asi como su incorporacién en los componentes tisulares y muy
especialmente en los acidos grasos como consecuencia de la estimulacién de
la lipogénesis McCormack, 1982). Dado que el metabolismo de la alanina
comporta como primera etapa su transaminacién y conversién en piruvato, una
explicacién de la mayor utilizacién del aminoacido en presencia de insulina
se podria relacionar con una activacién. de l1la piruvato deshidrogenasa
inducida por la insulina (McCormack y Denton, 1977), mientras que la
activacién de 1la acetil-CoA carboxilasa también inducida por la insulina
(McCormack y Denton, 1977) potenclaria su incorporacién en la fraccién de
4cidos grasos. En este sentido 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
exégena de glucidos para poder tener lugar (Farese et al.,, 1984)., Por otra
parte, el efecto estimulador de la glucosa sobre la utilizacién de alanina
podria estar relacicnado en parte con el hecho de que la glucalisis genera
ATP a nivel citoplasmatico, el cual podria favorecer la captacién de este
aminoAcido.

No se dispone de informacién en la bibliografia sobre los efectos de
la insulina o ‘de otras hormonas sobre-la utilizacién de -alanina y otros
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Tabla 5.2.—~ EFECTO DE LA INSULINA, NORADRENALINA Y GLUCAGON SOBRE LA
PROPORCION DE ALANINA OXIDADA E INCORPORADA AL TEJIDO.

Porcentaje de alanina Porcentaje respecto a basal

Oxidada  Incorporada Oxidada Incorporada Captada

INSULINA (uU/ml)

Basal + 62,5 37,5
- 78,7 21,3
50 + 63,0 37,0 +20,2 +17,5 +19,2
- 80,8 19,2 +36, 0 +19,5 +32,5
200 + 58,5 41,5 +35,8 +60, 4 +45, 0
- 79,2 20,8 +28,8 +24,4 +27,8
1000 + 59,0 40,1 +34,8 +50,3 +40,6
- 80,6 19,4 +40,9 - +24,8 +37,5

NORADRENALINA (ug/ml)

Basal + 64,4 - 35,5
- 78,7 21,3
0,1 + 84,2 15,8 18,9 -63,0 -16,7
- 93,0 7,0 +0,1 -72,3 -15,4
0,5 + 90,5 9,5 10,1 ~81,0 -28,7
- 94,9 5,1 -0,2 -80,4 -17,3
1,0 + 89,5 10,5 +3,3 -78,0 -25,6
- 04,6 5,4 -10,5 -81,2 -25,6
GLUCAGON (ng/ml)
Basal + 64,0 36,0
- 79,9 20,1
0,5 + 70,1 29,9 -10,1 -31,6 -17,8
- 76,8 23,2 -22,9 -7,5 -19,8
5 + 70,1 29,9 -8,0 -30,4 -16,1
- 82,6 17,4 -17,3 -30,7 -19,9
20 + 72,8 27,2 -20,8 -48,7 -30,8
- 87,8 12,2 -37,4 -65,3 -43,0

medio de incubacién con glucosa 5 mM.
medio de incubacidén sin glucosa.

|
o
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amino4dcidos por parte del TAM, aunque si en otros tejidos. De este modo, es
un hecho conocido que la insulina estimula el transporte de la alanina y de
otros aminodcidos en el misculo (Kipnis y Noall, 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 incorporacién
de dichos aminoAdcidos en las proteinas (Manchester y Young, 1958; Fulks et
al., 1975), por lo que es probable que se den efectos similares en el TANI,
con lo que se podrian explicar los resultados obtenidos. En este sentido
debe seffalarse que no se ha realizado ningun estudio dirigido a la
caracterizacién de los transportadores implicados en la captacién de
aminoAcidos por parte del TAMI; de todas formas, estudios muy recientes han
seflalado que el transporte del 2-amino-isaobutirato por este tejido in vitro
disminuye por accién de la uabaina y es estimulado por accién de 1la
insulina, asi como que es dependiente de la concentracion de Na~ y K*
presentes en el medio de incubacién (Zamora et al., 1987).

Como puede apreciarse en la tabla 5.2, la proporcién de alanina
oxidada o incorporada al tejido se mantiene, independientemente de 1la
concentracién de insulina presente en el medin, si bien la oxidacién es mas
importante en aquellos casos en los que la glucosa estd ausente del medio
de incubacién; también se observa que el porcentaje de incorporacién de los
carbonos del aminoacido al tejido con relacién a la situacién basal es mas
marcada en las incubaciones realizadas en presencia de glucasa.

NORADRENALINA

La noradrenalina provoca una considerable .disminucién en 1la
incorporacién de la alanina al tejido, aunque la oxidacién del aminoacido
permanece inalterada. La presencia de glucosa en el medio de incubacién
determina una disminucién de la incorporacién de la alanina, afectando en
menor grado a su oxidacién. Por su parte, en la tabla 5.2 se observa que la
presencia de la noradrenalina determina un incremento en la proporcién de
alanina oxidada, como resultado de la disminucién de la incorporacién de la
alanina al tejido; este descenso se relaciona con la activacién de la
lipolisis inducida por la noradrenalina, con el consigulente acimulo de
acetil-CoA, que actia inhiblendo a la piruvato deshidrogenasa,

Aunque tampoco en este caso se dispone en la bibliografia de
informacién referente a la accién de la noradrenalina sobre la utilizacién
de la alanina en este tejido, si se sabe que esta hormona inhibe la
oxidacién de 1la glucosa (Kasser y Martin, 1982), mientras que 1la
administracién de pB-agonistas provoca un aumento en la captacién del
anadlogo 2-desoxiglucosa por el TAM (Young et al., 1984a). Por otra parte, se
bha comprobado que la administracién de noradrenalina disminuye la
utilizacién de 1la glucosa para 1la sintesis de lipldos, afectando
concretamente a la capacidad de sintesis de Acidos grasos; este lincho se ha
comprobado también In vivo, observandose que la noradrenalina ejerce una
accién estimuladora de la piruvato deshidrogenasa, mientras que disminuye
la actividad de 1la acetil-CoA carboxilasa (Gibbins et al., 1985); ademéas,
dado que el TAM es muy sensible a la accién lipolitica de la noradrenalina
(Bukowiecki et al., 1881; Kasser y Martin, 1982), la presencia de esta
hormona promueve una mayor - disponibilidad de acetil-CoA procedente de 1la
degradacién de los A&cidos grasos endégenos, lo que explica una menor
utilizacién del acetil-CoA procedente de la alanina. De este modo Kasser y
Martin (1982) comprobaron en un modelo de incubaciones iIn vitro que al
aumentar la concentracién de noradrenalina en el medio de incubacién se
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incrementaba la oxidacién de los 4cidos grasos y disminuia la utilizacién de
la glucosa, situacién que en nuestro caso puede bhacerse facilmente
extensible a la alanina.

En la tabla 5.2 se observa que la presencia de la noradrenalina
determina un incremento en la proporcién de alanina oxidada, como resultado
de la disminucién de la incorporacién de alanina al tejido; este descenso se
relaciona con la activacién de la lipolisis inducida por la noradrenalina,
con la consiguiente acumulacién de acetil-Cod, que actuaria inhibiendo a la
piruvato deshidrogenasa. Por otra parte, la noradrenalina puede actuar
inhibiendo la captacién de glucosa por el tejido, lo que puede conducir a
una disminucién de los niveles de ATP citoplasmaticos, que es posible que
afecten a la captacién de alanina por ser este proceso dependiente de
energia.

GLUCAGON

Los efectos del glucagén son similares a los de la noradrenalina y
opuestos a los de la insulina, con una disminucién en la incorpeoracién de
los carbonos de la alanina a los componentes tisulares y un efecto - menos
marcado que en el caso de la noradrenalina -~ en su oxidacién. Al igual que
en los casos anteriores la presencia de glucosa determina un incremento
significativo sobre la incorparacién de alanina. En la tabla 5.2 se puede
observar que la disminucién de la oxidacién con relacién a las condiclones
basales es méAs 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 incorporacién a los componentes tisulares. La respuesta observada entra
de lleno dentro de lo que puede esperarse de la accién de una hormona
lipolitica, relaciondndose con los efectos sobre otros aspectos metabélicos
descritos para el glucagén sobre el TAK (Joel, 1966).

$.2.4. EFECTO DEL AYUNO Y DEL FRIO SOBRE LA UTILIZACION DE LA ALAFINA POR
EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN VITRO".

Como primera etapa en el estudio de la utilizacién de la alanina por
el TAMI de animales sometidos a ayuno o expuestos al frio se determiné la
linealidad de 1la incorporacién de los carbonos del aminoadcido a las
distintas fracciones del tejido. En todos los casos estudiados se observé
una buena linealidad, si bien en el caso de la fraccién hidroscluble se
aprecié que la velocidad de incorporacién no se mantenia constante sino que
era mayor durante los primeros minutos de incubacién. La explicacién a este
hecho debe buscarse en que la fraccién hidrosoluble estd constituida por
alanina y otros amincacidos, lactato, piruvato, glicerol y otros metabolitos
intermediarios, que no se acumulan en el tejido a diferencia de los triacii-
gliceroles, sino que presentan un recambio interno elevado. Por otra parte
se observé que la mayor parte de la radiactividad incorporada en el tejido
correspondia a lipidos, y mas concretamente a A&cidos grasos, mientras que
la incorporacién a las restantes fracciones era considerablemente inferior.
De esta manera, el porcentaje de incorporacién de los carbonos de la alanina
a las distintas fracciones estudiadas, en condiciones basales fue el
siguiente (expresado en porcentaje sobre el total de la radiactividad del
tejidol:
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CONTROL AYUNO FRIO AGUDO  FRIO CRONICO

Oxidacién a CO= 65,1 86,5 75,8 79,7
Acidos grasos 28,1 6,9 18,0 9,3
Glicerol de glicéridos 3,0 1,0 1,7 1,6
Fraccién hidrosocluble 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 1lo
hiciera en forma de lipidos est4 de acuerdo con los resultados observados
in vivo (Monfar et al., 1987).

En 1los animales del grupo control la insulina y la noradrenalina
presentan por separado los efectos anteriormente sefialados con respecto a
la utilizacién global de la alanina. De este modo, la insulina estimula la
sintesis de &cidos grasos al favorecer la lipogénesis (McCormack, 1982),
mientras que la disminucién de la actividad de esta via metabdélica en
presencia de noradrenalina est4 de acuerdo con el caracter lipolitico de
esta hormona (Bukowilecki et al., 1981; Kasser y Martin, 1982), y afecta de
un modo paralelo a la sintesis de glicerol de glicéridos. Por otra parte, la
accién combinada de ambas hormonas presenta un efecto compensador aunque
mas préxima a la accién de la noradrenalina, lo que se pone de manifiesto
principalmente en la incorporacién de los carbonos de la alanina a 1los
lipidos y al residuo seco deslipidado, de un modo anAdlogo-al descrito para
la glucosa (Villarraya, 1986).

EFECTO DEL AYURNO.

La utilizacién 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 disminucién del metabolismo en el tejido
de 1los animales ayunados (Rothwell et al., 1984). Esta disminucién es
esencialmente manifiesta en la incorporacién de los carbonos del aminoacido
a la fraccién de &cidos grasos, que llega a ser apenas el 10% de la
observada en los animales del grupo control en condiciones basales; este
hecho est4 de acuerdo con la menor incorporacién de la alanina a los
lipidos del TAMI observada en estudios In vivo (Monfar et al., 1987).
También es considerablemente inferior 1la Incorporacién al glicerol de
glicéridos, mientras que proporcionalmente el tejido oxida mas alanina hasta
COz con independencia de la situacién hormonal estudiada.

El efecto estimulador de la insulina sobre la utilizacién de 1la
alanina, y 1la disminucién que sufre dicha utilizacién por accién de la
noradrenalina que se observaba en los animales del grupo control, no se
ponen de manifiesto de forma estadisticamente significativa en los animales
sometidos a ayuno, indicando una menor sensibilidad bacia esas dos
hormonas, sl bien las tendencias en este sentido se mantienen. De todas
formas, la insulina si que estimula la oxidacién de la alanina, mientras que
la noradrenalina disminuye la sintesis de acidos grasos, de acuerdo con el
carédcter lipolitico de esta hormona (Kasser y Martin, 1982), al tiempo que
provoca una disminucién en la incorporacién al residuo seco .deslipidada.
Como este residuno estd constituido esencialmente por proteinas, este
descenso de la ya escasa incorporaciéon del aminoidcido a la proteina esta de
acuerdo con el significado también proteolitico de la accién tisular de las
catecolaminas. Por atra parte, la accién 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 sentido de disminuir 1la wutilizacién de la alanina en estas
condiciones.

EFECTO DEL FRIO

El frio provoca cambilos importantes en la utilizacién de alanina por
el TAMI, cambios que estédn en funcién de la duracién de la exposicién al
frio. De este modo, el TAMI de los animales expuestos de forma aguda al frio
muestra una mayor utilizacién de alanina, mientras que ésta es menor en el
de los aclimatados al frio. Estos resultados muestran un claro paralelismo
con los observados en 1los estudios in vivo, que son comentados en el
apartado 5.3.

Desde el punto de vista de la utilizacién global, el principal destino
de la alanina es la oxidacién, al igual que en los otros grupos estudiados,
mientras que la sintesis de 4&cidos grasos cuando se representa en
proporcién a la utilizacién total es practicamente el doble en el tejido de
los animales expuestos de forma aguda al frio que en los aclimatados al
frio. En los animales expuestos de forma aguda al frio la insulina no parece
mostrar un efecto claro de estimulacién sobre la utilizacién de la alanina,
mientras que si hay una clara accién de la noradrenalina sobre la sintesis
de &cidos grasos; de todas formas, al considerar la accién conjunta de
ambas hormonas, los resultados parecen seflalar que los efectos de 1la
insulina predominan scbre los de la noradrenalina en la oxidacién, pero no
en la sintesis de acidos grasos. Por contra, en el tejido de los animales
expuestos crénicamente al frio la insulina y la noradrenalina no presentan
una accion tan contrapuesta. Debe tenerse en cuenta que en estas condiclones
se observa una elevada captacién 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 basales.

Los resultados obtenidos en estos experimentos in vitro parecen
sugerir que el TAMI de la rata puede modular su capacidad de utilizar 1la
alanina en funcién de 1la situacién fisiolégica a la que se encuentre
sometido el animal, al mismo tiempo, la respuesta hormonal puede variar
segun esas mismas condiciones, siguiendo en todo momento las mismas pautas
generales ya enuncladas anteriormente.
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5.3. Parte 3: ESTUDIO DE LA CAPTACION/LIBERACION DE AMINOACIDOS Y GLUCOSA
POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR "IN VIVO",

5.3.1. FLUJO SANGUINEO ‘A TRAVES DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON INTERESCAPULAR,

Para cuantificar la captacién © liberacién de aminoadcidos y glucosa
por el TAMI in vivo de animales sometidos distintas situaciones
experimentales por 1la técnica de 1la determinacién de diferencias
arteriovenosas, es preciso conocer los valores del flujo sanguineno a través
del tejido en dichas situaciones. El método empleado para la determinacién
del flujo sanguineo en estos estudios estd basado en la utilizacién de
microesferas marcadas radiactivamente, técnica que ha sido utilizada por
diversos autares (Foster y Frydman, 1978a, 1978b, 1979; Rothwell y Stock,
1981, 1984; Yahata et al., 1983; Ma y Foster, 1984), habiéndose verificado
una buena correlacién entre los resultados obtenidos con este método con
los obtenidos con otros como la técnica del aclaramiento del '**Xe (Astrup
et al.,, 1984). Otras técnicas tales como el método electromagnético son de
dificil aplicacién en este caso, dado el pequefio didmetro de la vena de
Sulzer, que drena la sangre del TAMI.

los resultados obtenidos para los distintos grupos experimentales son
comparables a los descritos en la bibliografia, a pesar de la existencia de
una considerable dispersién entre los resultados obtenidos por diferentes
autores. De este modo, la exposicién aguda o crénica al frio induce un
notable incremento del flujJo sanguineo 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 vy
Cannon, 1985), con la consiguiente necesidad de aporte de substratos y de
oxigeno, asi como de la exportaciéon del calor producido hacia otros érganocs
del animal (Smith, 1964).

No existen, en cambio, referencias al efecto del ayuno sabre el flujo
sanguineo a través del TAM. El descenso observado, aunque no es
estadisticamente significativo, est4 de acuerdo con la disminucién de la
actividad termogénica del tejido en esta situacién, descrita tanto en 1la
rata (Rothwell et al., 1984) como en el ratén (Desautels, 1985).

5.3.2. CONCENTRACIONES DE AMINOACIDOS Y GLUCOSA EN SANGRE Y PLASMA
ARTERIALES,

Las concentraciones de los distintos aminoadcidos 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 obtencién de las muestras (Milakofsky et al., 1984), que en un caso
fueron obtenidas por decapitacién del animal, con la correspondiente mezcla
de sangre arterial y venosa, mientras que las correspondientes a los
experimentos in vivo se han obtenido por puncién directa de la arteria
acrta previa anestesia del animal; este factor de la anestesia también debe
ser tenido en cuenta, ya que afecta sensiblemente la composicién del plasma
(Arola et al., 1980). Por otra parte las caracteristicas de los animales de
los distintos grupos experimentales utilizados en cada caso eran algo
diferentes, en especial en lo referente a la duracién de los periodos de
ayuno y de exposicioén al frio.
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Las concentraciones de los distintos amincdcidos en la sangre arterial
de los animales del grupo control son algo mayores que las descritas
habitualmente en la bibliografia (Schrock et al., 1980; Rémésy et al., 1983;
Goldstein et al., 1983; Brosnan et al., 1983), Con el ayuno se produce una
disminucién de los niveles arteriales de glucosa y de algunos aminoacidos,
especialmente de la alanina, tal como se ha descrito en otras situaciones
similares (MacDonald et al., 1976; Rémésy et al., 1983; Rémésy y Demigné,
19083). No se dispone de referencias bibliograficas sobre las
concentraciones arteriales de aminoadcidos en animales expuestos al frio que
permitan contrastar los resultados obtenides; en cualquier caso 1las
diferencias observadas tanto para la sangre como para el plasma son muy
pequefias con respecto al grupo control. Por lo tante, la similitud en 1las
concentraciones de aminoAdcidos en los distintos grupo experimentales parece
indicar que la asequibilidad de estos substratos estd determinada
principalmente por las diferencias en el flujo sanguineo a través del TAMI,
siendo especialmente importante este hecho en el caso de los animales
expuestos al frio en los que se aprecia un notable incremento de este
parémetro.

5.3.3. CAPTACION/LIBERACION DE AMINOACIDOS POR EL TEJIDO ADIFPOSO MARRON
INTERESCAPULAR "IN VIVO".

En los animales del grupo control se observa una liberacién
~ significativa de taurina y prolina, mientras que se mantiene una tendencia a
la liberacién de todos los aminoacidos salvo en los casos de glutamato,
glutamina, valina y metionina. Sin embargo, si se estudia por separado la
contribucién de la fraccién carpuscular y de la plasmética, se observa que
la captacién de aminodcidos se verifica preferentemente a partir de la
fraccién plasmatica mientras que la liberacién se produce a nivel de la
fraccién celular, salvo para el caso de la asparraguina; esta situacién, en
cambio, no se repite en ninguno de los restantes grupos experimentales. En
todos los casos, para determinar la contribucién de las fracciones celular y
plasmatica, se han utilizado las concentraciones presentes en sangre total y
en plasma, efectuando la correccién por el valor del hematocrito, dado que
la utilizacién con este fin de las células sanguineas aisladas puede dar
lugar a una importante pérdida de distintos aminoadcidos, principalmente los
esenciales (Hagenfeldt y Arvidsson, 1980).

En los animales ayunados también se observa una tendencia hacia la
liberacién de aminodcidos, la cual afecta principalmente a los no esencilales
y entre ellos a la alanina, glutamina y glicina, asi como a la citrulina. En
este caso no se manifiestan las diferencias entre las fracciocnes celular y
plasmatica, a diferencia de 1lo acontecido en el grupo control. El
comportamiento del TAMI en estos animales es similar al descrito en el caso
del tejldo adiposo blanco iIn vitro, en el que se ha observado una
exportacién tanto de alanina como de glutamina (Snell y Duff, 1977; Tischler
y Goldberg, 1980). En este sentido, el TAMI de los animales sometidos a
ayuno se comporta de modo semejante al misculo en esta situacién, ya que
también exporta estos dos aminodcidos (Ruderman, 1975), si bien 1la
contribucién del TAMI al aporte de substratos gluconeogenéticos para el
higado es despreciable si se compara con la del misculo; del mismo modo el
TAMI presenta una tendencia hacia una captacién de aminocidcidos de cadena
ramificada mayor que en los animales del grupo control, al igual que lo que
se observa en el caso del masculo (Goldberg y Odessey, 1972). Por otra
parte, la exportacién de glicina puede estar relacionada con las de alanina
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y glutamina, dado que este aminodcido también  puede jugar un papel como
substrato gluconeogenético importante en determinadas situaciones (Rémesy
et al., 1983).

La exposicién aguda al frio provoca una clara tendencia hacia 1la
captacién de los distintos aminoacidos, especialmente del grupo de 1los
esenciales y es estadisticamente significativa en el caso de la isoleucina,
aunque también se produce una liberacién neta de prolina al igual que en el
caso de los animales del grupo control. La captacién de aminoacidos
esenclales posiblemente esté relacionada con la hiperplasia del tejido y con
el incremento de proteinas del tejido por efecto del frio. Por contra, la
exposiciéon prolongada al frio determina una tendencia a la exportacién de
aminocacidos, especialmente de alanina, taurina y arginina, si bien capta
isoleucina y glutamina, tendenclas 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 crénicamente al frio. En este dGltimo caso
sus carbonos podrian proceder en parte del piruvato derivado de 1la
glucolisis, dado que en esta situacién la captacién de glucosa por el tejido
es muy importante, y por otra parte la actividad de la alanina transaminasa
es suficlente. En este sentido, de los distintos grupos estudiados el que
presenta una maxima captacion de alanina es el de los animales expuestas al
frio de forma aguda, mientras que la liberacién mAxima corresponde a los
animales expuestos crénicamente al frio, y la misma tendencia se observa
para el conjunto de los aminoadcidos; este hecho presenta una clara similitud
a los resultados observados en los estudios in vitro, con una mayor
utilizacién de alanina en los expuestos de forma aguda ‘al frio, y menor en
el de los aclimatados al frio.

La tendencia a la captacién de glutamina se presenta en los dos grupos
de -animales expuestos al frio, asi como en los controles, siendo maés
importante la contribucién de la fraccién celular que la de la plasmética.
El hecho que se produzca una captacién 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 podria ser convertido en parte en
prolina, explicadndose asi la liberacién de este aminoadcido en los animales
expuestos al frio. También es posible que parte de esta glutamina sea
utilizada en la sintesis de purinas y pirimidinas, necesarias en un tejido
que muestra una marcada hiperplasia en esta situacién. Por su parte, el
glutamato ocupa una posicién central en el metabolismo de los aminocacidos,
observandose una relacién relativamente constante entre la concentracioén
tisular de este amino4cido y las de alanina, glutamina o prolina.

La glicina es un aminodcido que muestra en todos los casos una
tendencia a ser liberado, aunque unicamente sea estadisiicamente
significativa esta liberacién en los animales ayunados. Es posible que esta
glicina proceda del metabolismo de la serina, dado que esta aminoacido no
puede ser metabolizado a través de la serina deshidratasa, puesto que este
enzima no estd presente en este tejido.

Para una mejor discusién ‘de-los resultados obtenidos, se ha procedido
a calcular el balance de nitrégeno para el TAMI en las distintas situaciones
estudiadas, que se presentan en la tabla 5.3. Para ello se han agrupado los
distintos amincacidos en cuatro grupos de la siguiente forma:

- aminocdcidos 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 aminodcido esencial
presenta un comportamiento similar a los otros aminnadcidos de este
grupo y, como ellos, es un importante precursor gluconecgenético.
- aminoidcidos basicos, que incluye a la 1lisina, arginina, histidina,
citrulina y ornitina.
- aminocacidos ramificados, que incluye a la leucina, isoleucina y valina.
- otros aminoédcidos esenciales, que incluye a la metionina, triptéfano,
fenilalanina y tirosina, si bien éste no es estrictamente esencial.
Para el calculo del balance de nitrogeno se ha excluido a la taurina. Este
compuestc es el aminodcido mas abundante en el TAMI en todas las
situaciones estudiadas, y pese a ser liberado de forma significativa por el
tejidec de los animales del grupo control y por el de los expuestos
crénicamente al frio dicha exportacion es muy pequefia con relacién a dicha
concentracién tisular; este hecho, unido a que su papel fisiolégico no ha
sido ain determinado con claridad, ha recomendado su exclusién en estos
céalculos.

Tabla 5.3, Balance de nitrégeno.

AMINOACIDOS CONTROL AYUNO FRIO AGUDO FRIO CRONICO
No esenclales ~15 -136 +1397 +101
Basicos -118 -38 +4558 -2346
Ramificados +1 +2 +323 +574
Otros esenciales -8 -3 -16 -185
Total -140 -175 +6262 -1856

Los resultados estan expresados en pmoles de N.s™! N o

También se ha procedido al «calculo del Dbalance de energia,
considerando para cada aminoadcido y para la glucosa el valor energético
correspondiente a los moles de ATP que se generarian en la degradacién
metabélica completa de un mol de cada uno de estos substratos. Al igual que
en el caso del cAlculoc del balance de nitrogeno, los aminoidcidos han sido
clasificados siguiendo 1los mismos criterios, estando expresados los
resultados en la tabla 5.4. Para su conversién en energia, los moles de ATP
se han expresadoc a su vez en J, aplicando caomo factor de conversién el de
la energia libre tipo del ATP (30,5 kJ.mol=").



-150-

Tabla 5.4, Balance de energia.

AMINOACIDOS CONTROL AYURO FRIO AGUDO FRIO CRONICO

No esenciales -35 -55 +480 -190
Basicos -31 -10 +1460 -2120
Ramificados 0 +3 +370 +630
Otros esencilales -13 -3 -30 -210
Total -80 -65 +2290 -1900
Glucosa : +154 +78 +6400 +32250
Aminodcidos + glucosa +74 +13 +8690 +30350

Los resultados est&n expresados en pJ.s™'.

De los resultados obtenidos en el cAlculo del balance de nitrégeno se
puede considerar que en el grupo control el balance para los aminocacidos no
esenclales es préacticamente nulo, siendo las variaciones muy pequefias para
todos los grupos asi como para el total, lo que parece seflalar que en esta
situacién se estan produciendo una serie de interconversiones entre los
distintes aminoAdcidos, como podria ser 1la 1liberacién de glutamato a
expensas del glutamato del acervo tisular, el cual podria proceder, a su vez,
tanto del glutamato captado como del generado por transaminacién como de
la glutamina, dado que se ha descrito en este tejido la presencia de una
activa glutaminasa (Cooney et al., 1986), El valor mads alto corresponde a
los aminodcidos basicos, que puede atribuirse al mayor contenido de
nitrégeno por molécula de los aminoadcidos de este grupo.

En los animales ayunados el balance de nitrégeno es también
ligeramente negativa, si bien en este caso el grupo que es afectado de
forma principal es el correspondiente a los aminoacidos no esenciales, con
cambio muy pequefios en los restantes grupos. Este hecho se relacicna con la
ya comentada liberacién de alanina, glutamina y glicina por parte del tejido
en esta situacién,

La situacién cambia drasticamente en el momento que el animal es
expuesto al frio de forma aguda, ya que se produce una elevada captacion de
aminocacidos, que se refleja en un balance positive para todos los grupos
salvo para el de otros aminoédcidos esenciales. La exposicién prolongada al
frio vuelve a provocar cambios importantes en la situacién, pasando a dar
un balance negativo de nitrégeno debido principalmente a los aminoacidos
basicos ya que es incluso positive para los no esenciales y ramificados. El
comportamiento del grupo de aminodcidos basicos es dificil de explicar en
estas dos situaciones de e:posicién al frio, y es debido principalmente a
cambios en 1la lisina y 1la arginina. Por una parte la lisina es un.
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aminodcido esencial que es utilizado principalmente en 1la sintesis de
proteinas; la liberacién del mismo en los animales expuestos crénicamente al
frio no se puede atribuir exclusivamente a la degradacién proteica, dado que
no se producen cambios parecidos en otros amintAcidos esenclales. Por otra
parte, la arginina es metabolizada en los mamiferos principalmente a través
de la arginasa, enzima que como ya se ha seflalado no estd presente en el
TAMI. Por lo tanto la interpretacién de los datos correspondientes a este
grupo de aminoAdcidos es bastante confusa y hace pensar en la posible
incidencia de algin factor artefactual no detectado,

Un grupo de aminodcidos que parece revestir un especlal interés es el
de los ramificados. Como puede apreciarse en la tabla 5.3, el balance de
nitrégeno para este grupo es virtualmente nulo tanto para el grupo control
como para los animales sometidos a ayuno, mientras que es positivo en los
animales expuestos de forma aguda o crénica al frio, especialmente en estos
Gltimos. Individualmente bhay una captacién significativa de la isoleucina en
estos dos grupos, siendo los resultados correspondientes al conjunto de
dichos aminoacidos los siguientes:

Control +0,5 + 8,8 nmol/min.g TAMI
Ayuno - +2,3 £ 1,9 nmol/min.g TAMI
Frio agudo +51,5 + 47,0 nmol/min.g TAMI
Frio crénico +45,9 % 31,6 nmol/min.g TANMI

En tados los casos la captacién tuvo lugar a partir de los aminodcidos de
cadena ramificada de la fraccién plasmatica, siendo estadisticamente
significativa en los casos del grupo control y de los animales expuestos al
frio. Todos estos resultados parecen indicar que los aminodcidos de cadena
ramificada son especialmente importantes en los animales expuestos al frio,
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 relacién a la actividad de la transaminasa de
aminpdcidos de cadena ramificada, que muestran un progresivo incremento con
la duracion de la exposicién al frio, todo lo cual posiblemente se relacione
con la utilizacién de estos compuestos como substratos termogénicos, tal
como habia sido propuesto en un sentido mas general por Goodenough et al.
(1982). Algunos autores ya habian seflalada la capacidad del TAMI del ratén
de transaminar activamente la leucina y de descarboxilar ‘el 2-ceto-
isocaproato formado, asi como que dicha capacidad descarboxilativa
disminuia con el ayuno (Rous et al., 1980), La utilizacién de la leucina por
parte del TAM podria verificarse a través de su via degradativa cetogénica,
dado que se ha comprobado que en este tejldo est4d presente una elevada
actividad HMG-CoA liasa, mientras que est4 ausente la HMG-CoA sintetasa
(Cooney et al., 1986), lo que permite sugerir que este tejido no puede
sintetizar cuerpos ceténicos a partir de los acidos grasos por esta via,
pero que si puede hacerlo a partir de la leucina, si bien otros autores
indican que esta sintesis es reducida, por lo menos im vitro (Yeh, 1984).
Los resultados obtenidos en el cAlculo del balance de energia, si bien
son unicamente valores teéricos, seflalan que los aminoidcidos tienen en
cualquier caso importancia cuantitativa significativa anicamente en el caso
de la exposicién aguda al frio, en el que pueden representar sobre el 35% de
la energia correspondiente a la oxidacién de glucosa. Cabe pensar que en
esta situacién los aminodcidos pueden tener importancia como substratos
energéticos, lo que podria caorresponder a una situacién de emergencia en la
que la produccién de calor se convierte en una necesidad vital. Por contra,
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el balance energético es negativo en los animales expuestos al frio de
forma crénica, indicando que en esta situacién no Juegan un papel
termogénico, con la dnica excepcién de los de cadena ramificada, cuya
contribucién es incluso mayor que en los animales expuestos al frio de
forma aguda. )

El distinto comportamiento del tejido con relacién al metabolismo de
los aminoAcidos puede ser un reflejo de la estrategia seguida por el animal
en cada caso. De esta forma, en el ayuno, el TAMI parece comportarse como
un tejido periférico tipica, exportando alanina y glutamina, aunque sea una
liberacién muy pequefifa con una tendencia hacia la conservacién del
nitrégeno aminico tipica de esta situacién. En los animales expuestos de
forma aguda al frio la produccién de calor se convierte en una necesidad
urgente, para lo cual se utilizan distintos substratos, entre los que podrian
incluirse los aminocéAcidos. Por contra, la exposicién crénica representa una
fase més avanzada de la adaptacién del animal, en la que éste deja de
utilizar 1los aminocicidos salvo los de cadena ramificada, empleando con
fines termogénicos otros substratos -tal vez mas adecuados- como los
adcidos grasos y la glucosa.

5.3.4. CAPTACION/LIBERACION DE GLUCOSA POR EL TEJIDO ADIPOSO MARRON
INTERESCAPULAR "IN VIVO".

La utilizacién de glucosa por el TAMI in vivo bha sido puesta de
manifiesto por distintos autores en el curso de los Gltimos afios, utilizando
tanto el método de las diferencias arteriovenosas (Hardman y Hull, 1970; Ma
y Faster, 1986) como el de la captacién de la 2-desoxi(®*H)glucosa (Ferré et
al., 1986; Smith et al., 1986; James et al., 1986). De hecha, la glucosa puede
ser considerada como un posible substrato termogénico para el TAK dada la
elevada capacidad glucolitica que muestra este tejido (Cocney y Newsholme,
1982) asi como la elevada tasa de lipogénesis (McCormack, 1982), de manera
que la glucosa puede ser un importante combustible para el TAM cuando esta
disponible en la sangre, ya sea utilizada por via glucolitica o bien
indirectamente previa transformacién en é&cidos grasocs. De este modo, en el
conejo se ha abservado una activa captacién de glucosa y de Acidos grasos
cuando en el tejido se han agotado las reservas lipidicas (Hardman y Hull,
1970), También se ha verificado que esta captacion 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 fisiolégico o patolégico del animal
(Ferré et al., 1986).

Los valores de captacién de glucosa por el TAMI in vivo (0,06
pmoles/min/g) son similares a los obtenidos en condiciones basales por
Ferré et al, (1986) (0,033 pumoles/min/g) y por Smith et al. (1986) (0,021
pmoles/min/g). Con el ayuno los valores de captacién de glucosa se
mantienen, a pesar del desc.nsc en la asequibilidad de este substratoc por
su menor cancentracién arterial y por la disminucién en el flujo sanguinea.
Mas marcados son los efectos de la exposicién aguda o crénica al frio, en
las que la captacién aumenta considerablemente. La aclimatacién al frio da
un valor de captacién de glucosa mayor que la determinada con el método de
la 2-desoxiglucosa  (Smith et -al.; 1986); esta elevada captacién se relaciona
con el incremento en el flujo sanguineo a través del tejido (Foster y
Frydman, 1978b), asi como un aumento en las actividades de los enzimas
glucoliticos 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 pmoles/min/g TAMI, considerandoc que
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la tasa de utilizacién de glucosa para estos animales es de 18,5pmoles/min
para todo el animal, nos permite calcular que aproximadamente el 8% del
recambio de glucosa es atribuible al TAMI, valor que se eleva hasta el 32%
si consideramos que la masa del depésito interescapular representa
practicamente la cuarta parte del TAM de todo el animal (Foster y Frydman,
1978b>. En todos los grupos experimentales estudiados, la captacién de
glucosa se verifica a partir del plasma y no de la fraccién 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 captacién por parte del tejidoe y no indican el
destino final que tiene esta glucosa.
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CONCLUSIONES

El tejido adiposo marrén interescapular de la rata presenta unos
niveles de actividad enzimatica que le proporcionan una elevada
capacidad potencial para utilizar los aminoacidos como substratos
metabélicos,

El tejido adiposo marrén interescapular capta y utiliza activamente
alanina y glucosa in viiro. La utilizacién de alanina se ve favorecilda
por la disponibilidad de glucosa; este efecto cooperativo no se
manifiesta en la utilizacién de glucosa en presencia de alanina.

Los resultados obtenidos tanto en los experimentos in vivo como 1In
vitro sugieren que el tejido adiposo marrén interescapular utiliza
algunos aminoAdcidos, como la alanina, como substratos energéticos en
situaciones de emergencia, como puede ser la exposicién aguda al frio,
aunque no en condiclones de frioc crénico o ayuno.

Los aminoAcidos de cadena ramificada desempefian un importante papel
como substrato energético del tejido adiposo marrén en condiciones de
estimulacién del tejido, como son la exposicién aguda y especialmente
la exposicién crénica al frio.

El tejido adiposo marrén capta del torrente circulatoric varies
aninoAcidos, como la glutamina, cediendo a cambio glicina y prolina,
para mantener el balance nitrogenado del tejido en todas 1las
situaciones estudiadas.

En lineas generales los aminoicidaos no parecen desempefiar en conjunto
un papel decisivo en la capacidad termogénica del tejido adipaoso
marrén en situaciones de estimulacién, en comparacién con la glucasa,
substrato energético cuantitativamente mas importante.
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