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RESUMEN

Se ha investigado el efecto de la acidosis cronica y diabetes experimental, a
corto y largo plazo, sobre las actividades deshidrogenasas del ciclo de las pentosas
fosfato de corteza renal de rata. A los 7 dias de tratamiento, la ingestiéon de una
solucién de CINH, 0.28 M provoca un incremento en la actividad glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa del orden del 90 y 60% respec-
tivamente; tanto a concentracion saturante de sustrato como subsaturante. La diabetes
experimental provocada por la inyeccién intraperitoneal de alloxan (200 mg/Kg
peso) induce, a los dos dias, un incremento del 100% en la actividad G/PDH vy del
40% en la 6PGDH tanto a concentracién saturante como subsaturante de sustrato.
A corto plazo, no se detecta ninglin cambio en el comportamiento cinético de este
enzima. Las Kms para la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa en las distintas situaciones se mantienen sin variaciones aprecia-
bles. Se discute la naturaleza de los cambios observados, asi como su relacion con
procesos de crecimiento y proliferacion celular.

SUMMARY

The long-term and short-term effects of chronic metabolic acidosis and experi-
mental diabetes on the PPC dehidrogenases activities have been investigated. The
ingestion of 0.28 M ammonium chloride solution produced and increase in the
G6PDH y 6PGDH activities about 90% and 60%, at day seven, either saturate or
subsaturate substrate concentration. The alloxan induce diabetes (200 mg/Kg body
weight) produced a significant increase of G6PDH and 6PGDH around 100 and
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40% respectively, at both saturating or subsaturating substrate concentrations.
Nevertheless, no significant changes were found during the short time periods.
Also, during these pathological situations not significant variations were found in
the Km values for G6PDH and 6PGDH. The nature of these increases and its
relationship with the renal hipertrophy and cellular proliferation have been discussed.

INTRODUCCION

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49) y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH, EC 1.1.1.44) son las enzimas de la rama oxidativa del
ciclo de las pentosas fosfato que catalizan las reacciones en las que se producen
como productos finales NADPHA y Ribulosa 5-P. Ambos intermediarios son
utilizados bien como fuente de poder reductor o como precursores estructurales
basicos de diferentes macromoléculas.

Aunque en el higado y otros tejidos esté claramente demostrada la alta capaci-
dad adaptativa de esta ruta ante diferentes situaciones nutricionales y hormonales
(1-6), el rinén muestra una diferente adaptabilidad. Esta capacidad estd relacionada
con procesos en los que se pone de manifiesto un aumento en el trabajo renal,
crecimiento y proliferacion celulares (7-10). Dos situaciones patolégicas en las que
en el rifién estdn potenciados estos procesos son la acidosis metabdlica crénica y la
diabetes experimental.

El metabolismo de carbohidratos en el higado durante estas situaciones, ha sido
extensamente estudiado (11-17), pero pocos son los trabajos que investigan el papel
del ciclo de las pentosas fosfato en corteza renal durante la diabetes experimental y
la acidosis crénica.

El grupo de McLean (9,10) ha encontrado una estrecha relacién entre diabetes
experimental y el crecimiento renal, proliferacién celular y aumento del flujo de
glucosa a través del ciclo e incremento de las actividades G6PDH y 6PGDH. De ahi
que uno de los propdsitos del presente trabajo haya sido estudiar los efectos de esta
situacién patoldgica a corto y largo plazo sobre el comportamiento cinético de
ambas deshidrogenasas.

Una consecuencia de la diabetes es la acidosis cetdnica, un tipo particular de
acidosis metabdlica. Ambas situaciones someten al rifién a un elevado funciona-
miento provocando una mayor capacidad en la produccién de amonio y glucosa.
Dichos aumentos son debidos a fenémenos de induccién y activacién enzimdtica
(16-20). Igualmente se ha relacionado la acidosis metabdlica crénica con un au-
mentoen el crecimiento celular (21,22). La posible relacién de todos estos fendmenos
con el comportamiento de las deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato nos
ha hecho estudiar el efecto a corto y largo plazo de dichas situaciones sobre ambos
enzimas.
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METODOS

Procedimiento Experimental

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en ratas macho de raza Wistar,
previamente aclimatada a condiciones ambientales estandard.

La diabetes experimental fue provocada por un téxico hepético, el alloxan,
inyectado intraperitonealmente a una concentracién de 200 mg/Kg peso corporal,
en un volumen final de 1 ml. de solucién salina (23). A los controles solo se les
inyect6 ClNa 0.9%. El estado diabético fue controlado midiendo glucosa en orina y
sangre. Las medidas se realizaron a las 2 horas y 2 dias después de la inyeccién.

La acidosis metabdlica crénica fue inducida sustituyendo el agua de bebida por
una solucién de CINH, 0.28 M (equivalente al 15% peso/volumen) en las que se
mantuvo a los animales a lo largo de 7 dias.

Las actividades enzimdticas fueron ensayadas en extractos libres de células
obtenidos por centrifugacién a 30.000 g. durante 30 minutos a 4°C., a partir de
homogenados tisulares obtenidos de cortes de corteza renal (150 mg/ml), en un
medio de homogenizacién compuesto de una solucién 10 mM Tris, 1 mM EDTA y
0.1 mM NADP, pH 7.6.

Ensayos enzimdticos

Las actividades glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa a 25° C. fueron ensayadas segtin describe Lupiafiez et al (24) con
algunas modificaciones. Las concentraciones de sustrato utilizadas fueron de 2 y
0.5 mM como saturante y subsaturante respectivamente. El medio de ensayo estaba
compuesto por 0.15 ml de sobrenadante, S mM EDTA, 0.6 mM NADP y 005 y 2
mM de G6P o 6PG en un volumen final de 1 ml. Los valores obtenidos utilizando
G6P fueron corregidos con la actividad 6 PGDH. La concentracion de proteinas en
los extractos fue determinada por el método de Lowry et al (25).

Los valores de Km y Vmax se obtuvieron aplicando la representaciéon de
Lineweaver-Burk a los resultados obtenidos.

Expresion de los resultados

Los valores de velocidad y actividad especifica se expresan como mU y mU/mg
proteina respectivamente, definiéndose cada mU como la cantidad de enzima nece-
saria para reducir 1 nmol de NADP por minuto a 25° C. Todos los resultados se
representan como el valor medio + Error Estandar de la Media (SEM). Se utilizé el
test t de Student para calcular la significacién estadistica de las diferencias entre los
animales tratados y los controles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diabetes experimental y crecimiento renal

El alloxan es un citotoxico especifico de las células beta de los Islotes de
Langerhans que induce la rotura de moléculas de DNA impidiendo la formacién de
pro-insulina normal (26), también actda sobre la membrana plasmadtica de estas
células impidiendo la secrecién de esta hormona (27). Por esta razén se ha estudia-
do la influencia a corto y largo plazo de la diabetes experimental, producida por
este toxico, sobre las actividades deshidrogenasas y sus pardmetros cinéticos.

A los dos dias de tratamiento se observa un incremento en la actividad G6PDH,
aproximadamente de un 100% a concentracién saturante siendo este incremento
semejante al que tiene lugar a concentracién subsaturante de glucosa 6-fosfato. En
el caso de la 6PGDH los incrementos son de menor rango, alrededor del 40%. Estos
aumentos producen diferencias significativas en la Vmax de ambos enzimas mien-
tras que las Kms se mantienen sin variaciones apreciables (Fig. 1). A corto plazo, 2
horas de tratamiento, no se observa ningiin cambio significativamente estimable.
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Figura 1.- Efecto de la diabetes experimental sobre el comporta-
miento cinético de la G6PDH y 6PGDH. La concenwracion de glucosa
6-fosfato utilizada como saturante fue de 2 mM (O) y como
subsaturante 0.05 mM (@). Km (H) y Vmas (Q) se expresanen M y
mU y se representan en la parte inferior de la Figura. Cada valor se
expresa como la media de al menos cuatro experimentos + SEM.
Diferencias significativas entre animales controles y tratados se
expresan como (*) p < 0.005 y (**) p < 0.0005.
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Este comportamiento nos hace suponer que los incrementos en la actividad
enzimadtica sean mds un producto de la sintesis de nuevas moléculas de enzima que
de la activacién de las moléculas preexistentes.

Rogers et al. (28) utilizando ratas tratadas con Streptozotocina, encuentra un
incremento de un 30% en la cantidad de proteina mitocondrial/gramo de tejido,
reflejo de un incremento en el peso relativo del rifién. Segin estos autores, este
aumento estd ocasionado por una mayor demanda de ATP durante el incremento
del bombeo renal a que se ve sometido este érgano durante esta situacion patoldgi-
ca.

Igualmente se han descrito incrementos significativos en el pero renal, conse-
cuencia de fendmenos de proliferacion celular e hipertrofia de este érgano (8.9), asi
como un aumento en el flujo de glucosa y en las actividades de los enzimas
reguladores de esta ruta (9,10). Encontrdndose ademds, clara relacion entre estos
fendmenos de hipertrofia y la activacion de las rutas de sintesis de nucleétidos de
adenina (29).

En definitiva, como consecuencia del exceso de trabajo al que se ve sometida la
corteza renal durante esta situacién patoldgica, la activacion de los procesos de
crecimiento y proliferacion celulares redundard en un incremento de todos aquellos
procesos de biosintesis de macromoléculas necesarias para los nuevos requerimien-
tos celulares. Las demandas de NADPH y pentosas fosfato, necesarias para la
biosintesis de dcidos nucléicos, colesterol, dcidos grasos, deben estar aumentadas y
justificados asi los incrementos en las actividades de la G6PDH y 6PGDH posible-
mente producto de un mecanismo de induccién enzimdtica mas que de una activacién
de las moléculas preexistentes.

Acidosis metabdlica cronica

Las determinaciones de las actividades enzimadticas se efectuaron a los 3 y 7
dias de consumo del CINH, 0.28 M. Al igual que en el caso de la diabetes, observa-
mos incrementos en las actividades enzimdticas a largo plazo (siete dias de
tratamiento), tanto a concentracion saturante como subsaturante, del orden del 90%
para la G6PDH y del 60% para la 6PGDH. A corto plazo (tres dias), se mantienen
los valores constantes. En el caso de los pardmetros cinéticos, existen fuertes
incrementos de la Vmax frente a una ausencia de alteraciones en la afinidad por sus
sustratos (Km) (Fig. 2). Esto ultimo nos hace suponer que los incrementos en las
actividades sean debidos a incrementos en el nimero de moléculas de enzima.

Durante la acidosis metabdlica crénica, la misién del rifién adquiere especial
relevancia al ser el encargado de mantener el equilibrio 4cido-base del organismo.
Ademads de contrarrestar el exceso de protones en el medio intermo, debe controlar
el equilibrio salino. La capacidad renal de sintetizar amonio y glucosa se ve
aumentada (16). Estos aumentos se deben fundamentalmente a incrementos en las
actividades de los enzimas de la ruta, en unos casos son debidos a fendmenos de los
enzimas de la ruta, en unos casos son debidos a fendmenos de induccién a largo
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Figura 2.- Efecto de la acidosis metabdlica crénica sobre el compor-
tamiento cinético de la G6PDH y 6PGDH. La concentracién de
6-fusfogluconato utilizada como saturante fue de 2mM (O) y como
subsaturante 0.05 mM (@). Km (H) y Vmax () seexpresanen M y
mU y se representan en la parte inferior de la Figura. Cada valor se
expresa como la media de al menos cuatro experimentos + SEM.
Diferencias significativas entre animales controles y tratados se
expresan como (*) p < 0.01 y (**) p < 0.0005.

plazo (glutaminasa dependiente de fosfato y glutamato deshidrogenasa) (16,19) o
de modulacién covalente, corto plazo, (18, 19). Ademads de estos enzimas, el ciclo
de nucledtidos de purina es importante en la amoniogénesis renal en la rata,
viéndose fuertemente activado en situaciones de acidosis crénica (16, 30-31)
incrementandose la adenil succinato sintentasa del orden de un 60% después de dos
dias de acidosis metabdlica (16).

El incremento en las actividades Go6PDH y 6PGDH encontrado a largo plazo en
esta situacion de alta presion renal, puede, ademas, justificarse teniendo en cuenta
varios aspectos: a) se ha relacionado esta situacion un fendmenos de hipertrofia
renal (21, 22) posiblemente relacionada con el aumento en la produccién de amonio
y en la excrecién de protones. b) que durante esta situacién metabdlica estdn
potenciados todos aquellos mecanismos encargados de evitar dafios celulares pro-
vocados por el estréss oxidativo al que se encuentra sometido el rifién durante esta
situacién patolégica (32-34). Ambas situaciones pueden ser las responsables del
incremento en las actividades deshidrogenasas del ciclo, al estar este implicado
directamente tanto en los fendmenos de sintesis de nuevas macromoléculas como
en los mecanismos de lucha contra los radicales activos de oxigeno.
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Conclusion global

En estos dos trabajos (7 y el presente), se ha puesto de manifiesto una clara
respuesta adaptativa de las deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato ante
situaciones estrechamente relacionadas con el crecimiento renal y la proliferacion
celular como son el aporte masivo de aminodacidos en la dieta, la acidosis cronica y
la diabetes experimental. Esta adaptacién se produce a largo plazo y posiblemente
es el resultado de un proceso de induccién enzimatica. Se demuestra asi un papel
bésico de esta ruta en la infraestructura metabdlica del rifién, diferente al encontra-
do en el higado, donde los estimulos. responsables de sus respuestas adaptativas
estdn mds relacionados con las necesidades energéticas globales del organismo que
con procesos basicos de crecimiento del érgano.
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