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INTRODUCCION

El consumo de dietas ricas en grasa produce una reduccién en la
utilizacién de glucosa porel misculo, el tejido adiposo y el higado asi
como un aumento en la produccién de glucosa por el higado. Este
efecto fisiolégico permite el ahorro en la utilizacién de los
carbohidratos y una adecuada distribucién de combustibles a los
tejidos. Los efectos moleculares que explican esta adaptacién se han
estudiadoa varios niveles y sehademostrado que existen alteraciones
en la sensibilidad a la insulina asf como cambios en el metabolismo
intracelular de la glucosa en varios tejidos (1). Uno de los procesos
mas importantes en relacién con las adaptaciones metabdlicas a
dietas ricas en carbohidratos 0 en grasas es la biosintesis de dcidos
grasos. Este proceso, que tiene lugar en el higado, tejido adiposo y
gldndula mamaria en los humanos y otros mamiferos, permite la
conversién del excedente de carbonos, proveniente de los
carbohidratos dietarios, en grasas.

El Gréifico 1 muestra en forma esquemdtica las reacciones
involucradas enla utilizacién de los carbohidratos y su conversién en
grasas enel higado. Entre las proteinas cuya actividad es regulada por
los carbohidratos y lipidos dietarios se encuentran las enzimas
glicoliticas glucoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa y
las enzimas lipogénicas glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
enzima mélica, sintetasa de 4cidos grasos (FAS), citrato liasa y varias
desaturasas (2). Estudios realizados durante la dltima década en
relaciéncon varias de estas enzimas han demostrado quelaregulacion
delaactividad se efectia fundamentalmente mediante modificaciones
en la expresion genética. A corto plazo, las modificaciones en los
niveles de metabélitos que funcionan como efectores alostéricos,
causadas o no por efectos hormonales, tienen también un importante
papelenel control delas actividades fisiolégicas de estas enzimas. La
insulina y las hormonas tiroideas est4n involucradas en la induccién
de las enzimas reguladoras de la lipogénesis. La administracién de
dietas ricas en carbohidratos y libres de grasa por tiempos prolonga-
dos elevan los niveles de estas enzimas (3) aumentan la produccién
de 4cidos grasos y causan hipertrigliceridemia (4). En comparacién
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conla glucosa, la fructosa es un potente estimulador de la lipogénesis
e inductor de la sintesis de varias enzimas lipogénicas.

GRAFICO 1
Ruta lipogénica en el higado
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Las grasas dictarias difieren en su capacidad para suprimir la
biosintesis de dcidos grasos y la actividad de las enzimas asociadas
con el proceso. Los 4cidos grasos polienoicos como el linoleato,
araquidonato y eicosapentanoato son inhibidores mas efectivos de la
lipogénesis que las grasas saturadas o monoinsaturadas (5). Los
dcidos grasos poliinsaturados actian reduciendo la producci6n de
mRNA ylasubsecuente sintesis de enzimas lipogénicas (3,6). De este
modo los niveles de actividad de las enzimas lipogénicas estdn
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modulados por la interrelacién entre sefiales hormonales y sefiales
(posiblemente metabdlitos) provenientes de los nutrientes.

En este trabajo se resumiran los resultados de estudios dirigidos
aestablecer el papel de los nutrientes en la regulacién de la actividad
del complejo piruvato deshidrogenasa y su posible influencia sobre
las tasas de sintesis de 4cidos grasos en el higado.

Papel del complejo de piruvato deshidrogenasa en el control del
metabolismo de carbohidratos

Lareaccién catalizada por el complejo multienzimdtico piruvato
deshidrogenasa (PDC) ocupauna posicién crucial en el metabolismo
ya que a ese nivel se controla la velocidad con que se utiliza el
piruvato proveniente de la degradacién de carbohidratos tales como
el glucégeno, la glucosa y la fructosa y algunos aminoicidos
glucogenéticos tales como la alanina, para ser transformados en
acetilCoA. Enlos tejidos lipogénicos, el acetilCoA puede oxidarse en
el ciclo de Krebs o bien ser utilizado para la sintesis de esteroles o
ingresar a la via lipogénica y transformarse en acidos grasos.

El complejo piruvato deshidrogenasa es un agregado
multimolecular de enzimas cuya actividad es regulada mediante
retroinhibicién y por un mecanismo de fosforilacién/ defosforilacién
en el cual intervienen dos enzimas interconvertidoras: una quinasa,
que fosforila e inactiva al complejo y una fosfatasa que lo reactiva.
Como se indica en el grafico 2, estas enzimas reguladoras estén
sujetas a control alostérico por metabdlitos efectores tales como el
piruvato, el NADH y el acetilCoA (7).

GRAFICO 2
Regulacién del complejo piruvato deshidrogenasa por
modificaciones covalentes.
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INACTIVA, FOSFORILADA de grasos

Del gran nimero de estudios sobre la regulacién de la actividad
de estaenzima en varios tejidos se ha podido concluir que la actividad
del complejo presente en varios tejidos es afectada en forma diferente
por factores hormonales y nutricionales. As{ por ejemplo, la enzima
del tejido adiposo es activada por la insulina a través de un aumento
de la fraccién activa (defosforilada) del complejo (8) mientras varios
estudios realizados tanto in vivo como en sistemas in vitro indican
que la actividad de la enzima hepética es menos sensible a 1a accién
de esahormona (9,10). La actividad del PDC en el tejido nervioso no
es afectada por el ayuno, mientras que bajo esas condiciones la
actividad de la enzima hepética,del musculo esquelético y cardiaco
y del tejido adiposo es fuertemente inhibida (9,10). En cuanto a la
enzima hepética, se ha demostrado que su actividad se incrementa
rdpidamente durante la transicién ayuno-estado alimentado en forma
simulténea con el incremento en la lipogénesis y glucogenogénesis

DE MARCUCClI et al.

(11). En el higado perfundido se ha demostrado que la adicién de
oleato o palmitato al liquido de perfusién ocasiona una reduccién de
la actividad en un 50%. A pesar de que se ha estudiado ampliamente
las modificaciones de esta enzima en animales en ayunas o diabéti-
cos, se conoce relativamente poco sobre la regulacién del complejo
en el animal sometido a manipulaciones dietarias Estudios previos
han mostrado que la actividad total del complejo hepético aumenta
al administrar dietas ricas en fructosa o sacarosa a animales de
experimentacién (12,13). Este efecto ha sido también sugerido en
hepatocitos cultivados (14). En relacion con los efectos de las grasas
dietarias, se ha propuesto que el complejo piruvato deshidrogenasa
no tiene un papel importante en el control de la lipogénesis hepética
por grasas ya que no se observé correlacién entre los cambios de la
actividad de la enzima, producidos después de la administracién de
varios tipos de dieta basadas a glucosa o fructosa, con las actividades
méximas de enzimas lipogénicas claves. Enesos estudios tampoco se
observé correlacién entre la actividad del complejo y las tasas de
lipogénesis medidas en esos animales (5,16).

Estudiossobrelaregulacién delaactividad del complejo piruvato
deshidrogenasa por carbohidratos y lipides dietarios

Los efectos que produce la administracién de dietas ricas en
carbohidratos suplementadas o no con varios tipos de grasa, se estudiaron
en ratas de la cepa Sprague-Dawley provenientes del Bioterio del
Institutode Medicina Experimental (Universidad Central de Venezuela).
Para este fin, se administraron ad libitum dietas basadas en almidén o
sacarosa a grupos de 4-6 animales durante 15 dfas. las dietas empleadas
se prepararon con almidén o sacarosa y fueron o no suplementadas con
cantidades variables de grasas saturadas (mantequilla) o poliinsaturadas
(aceites de maiz o de pescado). Los grupos control fueron mantenidos
con una dieta de ratarina (Protinal, Valencia, Venezuela). La Tabla 1
muestra la composicion de las dietas experimentales y 1a composicién
de 4cidos grasos de las grasas utilizadas.

Al final del perfodo de dieta, se congelaron los higados in situ con
pinzas pre-congeladas en nitrégeno liquido. La actividad del PDC se
determiné espectrofotométricamente en ensayos acoplados conlaN-
acetil transferasa. En los extractos obtenidos se determin la activi-
dad del complejo presente en la forma activa (PDCa) y luego de
activacién del complejo en presencia de una fosfatasa ex6gena, se
determiné los valores de actividad total (PDCt) (15,17). Los resul-
tados que se indican en el Gréafico 3A muestran que la dieta rica en
almidén y libre de grasa produjo un aumento significativo de 1,3
veces en la actividad de PDCt en comparacién con animales ali-
mentados con ratarina. Cuando se suplement6 esta dieta con aceite
de mafz al 5%, se observé un descenso de la actividad en un 30%,
obteniéndose valores cercanos a los observados en los animales
control. Cuando €l contenido de grasa se elevé a un 22% en peso, se
obtuvo una reduccién significativa de los valores de actividad total
conrespecto alos observados cuando el contenido de grasa de ladieta
fué de 5%. También se observaron cambios en la fraccién de enzima
activa, la cual aumenté6 1,5 veces en los animales sometidos a dietas
libres en grasa en comparacién con los controles (no se muestra en el
gréfico 3 ; ver ref. 18). La adicién de grasas caus6 un descenso del
porcentaje de enzima activa desde un 16% obtenido en los animales
sometidos a dietas libres de grasa hasta un 6,9 % en animales a los
cuales se administré dietas con contenidos de grasa superiores al
10%. La administracién de dietas ricas hiperlipogénicas, ricas en
sacarosay libres de grasa (SLG), produjo cambios en la actividad del
PDC més pronunciados que los obtenidos al administrar las dietas

‘basadas en almidén. (Griéfico 3B). La actividad total se incrementé
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unas 3 veces en los animales que recibieron diclas libres de grasa en
comparacion con los controles. La adicidn de grasas poliinsaturadas
(aceites de maiz o pescado) causé un descenso de la actividad del
PDC en comparacién con las dietas libres de grasa. Sin embargo, la
adicion de grasa saturada (mantequilla) no produjo el mismo efecto
inhibitorio. Los valores de actividad obtenidos de animales que reci-
bieron dietas suplementadas con grasas poliinsaturadas fueron siempre
mayores que los valores control, lo cual sugiere que la grasa pudo
contrarrestar solo en forma parcial el efecto hiperlipogénico de la
sacarosa. Los efectos de las dictas sobre la fraccion de enzima activa
fueron similares a los observados para la PDC total, sin embargo se
observé que la reduccién de los valores de PDCa es independiente del
tipo de grasa utilizada y la adicion de grasa saturada produjo un
descenso en los valores de PDCa similar al producido por los aceites
de maiz o pescado (<3% de la actividad total).

TABLA 1

A. Composiciéon de las dietas experimentales

Tipo de dieta: L.G. 5% 10% 15% 22%
Nutrientes (g/Kg dieta):

Caseina 2.50 250 200 230 230
Carbohidrato

(almidon o sacarosa) 650 600 600 520 450
Grasa — 50 100 150 220

B. Composicién de las grasas dietarias

Tipo de Mantequilla Aceite de Aceite de
4cido graso Pescado Maiz
<12:0 —_ 8.2 —
12:0 3.0 - -
14:0 12.6 14.8 -
16:0 38.9 15.3 15.2
16:1 (n-7) 3.8 12.8 -
18:0 11.5 0.6 -
18:1 (n-9) 28.4 16.0 29.9
18:2 (n-6) 17 - 54.9
18:3(n-3) - 4.9 -
20:5 (n-3) - 21.6 -
22:6 (n-3) — 5.8 _

Las dietas contenian solo un tipo de grasa, a excepcion de la dieta al 15%, que contenia
5% de aceite de maiz y 10% de aceite de pescado. Todas las dietas fueron suplementadas
con celulosa (5%), mezcla de minerales AIN (3,5%), mezcla de vitaminas AIN (1%), D,
L, metionina (0,3%) y cloruro de colina (0,2%) obtenidos de Teklad Diets (Madison, W1,
U.S.A.). Los siguientes materiales fueron obtenidos localmente: almidén de maiz
(Pandock, Vzla), aceite de maiz de COPOSA (Acarigua, Vzla), Vitamina E (0,05%) y
aceite de pescado de Labs. Schering (Caracas, Vzla) y mantequilla de Zarco (Estado
Miranda, Vzla).

Lacomposicion de acidos grasos fué determinada después de transmetilacion de acuerdo
con Stahl (1987). Los derivados metilados de los acidos grasos fueron cuantificados por
cromatografia gas-liquido en una columna (1.83 m de largo x 4mm de didmetro interno)
empacada con 4% adipato PEG en Chromosorb AW (80-100 de mesh) usando un
cromatdgrafo Hewlett-Packard 5880-A. La temperatura del horno fué de 200°C y el flujo
de Nj 60ml/min. Los acidos grasos fueron identificados por sus tiempos de retencion en
comparacioén con estandards conocidos. L.G. libre de grasa.

Se ha demostrado que las grasas poliinsaturadas, en particular
aquellas ricas en acidos grasos de cadena larga de la serie w3, tales
como el aceite de pescado (verTabla 1), son efectivos inhibidores de
la lipogénesis hepatica y reprimen la expresion de las enzimas
reguladoras de esa via, mientras que la grasas saturadas tienen pobre
0 ninguna capacidad para inhibir ese proceso (1,5). Los resultados
presentados anteriormente sugieren que el complejo piruvato
deshidrogenasa es regulado de una forma semejante a lo observado
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para las enzimas lipogénicas claves. Sin embargo, debido a que la
actividad del PDC es regulada por otros mecanismos, no es posible
concluir en base a los resultados anteriormente presentados que los
cambios observados en la actividad total son debidos acambios en el
contenido de estaenzima en las mitocondrias hepaticas. A continua-
cién, se describen los resultados de experimentos adicionales que
permitieron establecer que las modificaciones observadas en los
valores de PDCt corresponden a cambios en el contenido de enzima
inmunoreactiva presente en los extractos.

GRAFICO 3
Efectos de varios tipos de grasas sobre la actividad del PDC en el
higado de ratas alimentadas con dietas en base a almidén o
sacarosa.

Tipo de dieta

Los animales fueron alimentados durante dos semanas con ralarina (controles) o con
dietas basadas en almidén (Grafico 3A) o sacarosa (Grafico 31!). las cuales fueron o no
suplementadas con aceite de maiz (A.M.) o de pescados marinos (A.P.) a los niveles
indicados En los extractos de higado se determind la actividad de PDCa y PDC total
mediante un método espectrofotométrico acoplado a la N-acetil Iransferasa (15,17).
Las barras representan los valores promedio + S.E.M de 4-6 animales.

* indica que los valores difieren significativamente de los valores de los animales
alimentados con dietas libres de grasa, p <0,05.

** indica que los valores son significativamente distintos del control,p< 0,05

L.G.. libres de grasa.
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Estudios sobre las variaciones del contenido de PDC en el higado
de ratas sometidas a varias condiciones dietarias

La obtencidon de anticuerpos especificos dirigidos contra los
componentes del complejo piruvato dcshidrogenasafuéun requisito
indispensable para realizar las determinaciones inmunoldgicas. Para
este fin se purificé hasta homogeneidad la enzima de coraz6n de
bovino y con esta preparacién se inocularon conejos albinos, de los
cuales se obtuvieron antisueros policlonales que reaccionaron con
alta especificidad contra todos los componentes proteicos del com-
plejo de rata, a excepcion del componente E3 (19). Se empled la
técnica de «inmunoblotting» cuantitativa paradeterminar los niveles
de enzima inmunoreactiva presente en los extractos de animales
sometidos a las distintas manipulaciones dietarias. En el siguiente
grafico se muestran los «immunoblots» obtenidos al colocar
cantidades crecientes de extractos provenientes de animales control
y sometidos a dietas ricas en sacarosa y libres de grasa. (Gréafico 4).

GRAFICO 4
Deteccion inmunolégica del PDC en extractos de higado
de ratas alimentadas con ratarina o con dietas ricas en sacarosa
y libre de grasa

Se obtuvo extractos crudos de higado a partir de muestras congeladas bajo N 2liquido de
animales alimentados con ratarina o con una dieta rica en sacarosa y libre de grasa por
2semanas. Losextractos fueron precipitadoscon 0,12 volde PEG al 35% apH 6.40-6.45.
Los precipitados obtenidos fueron disueltos en SDS al 5% mediante una breve sonicacion.
Se tomaron aliquotas que contenian hasta 150[ig de proteina y se cargaron en geles de
poliacrilamida al 10% (Laemmli, 1970). Después de la corrida electroforética, los
polipéptidos separados fueron transferidos a papel de nitrocelulosa (Towbinetal., 1979),
incubados sucesivamente con suero anti-PDC (diluido 1: 100 en PBS mas Tween-20 al
0,05%) y luego con un conjugado Proteina A-fosfatasa alcalina (diluido 1:10.000). Las
bandas de color plrpura se desarrollaron con azul de tetrazolio y 5-Bromo-4-cloro-3
indolilfosfato. Los “blots" fueron sacados y cada carril separado en tiras. Para hacer los
registros desintométricos, se sumergieron las tiras en aceite de cedro para hacerlas
transparentes y se registré la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro Gilford
acoplado a un transportador lineal de geles.

Carriles 1y 8,5 |ig de proteina; carriles 2 y 9.10 pg; carriles 3y 10, 25 pg; carriles4 y
11, 75 pg; carriles 5y 12, 10 pg. S, corresponde a 50 ng PDC purificada de bovino
utilizada como estandard. La flecha indica la direccion de separacién electroforética.

Puedo observarse que las variaciones en las cantidades de PDCt
se corresponden con cambios en la actividad total de enzima. No se
observaron modificaciones en el patron polipeptidico que puedan ser
atribuidas a modificaciones fisicas o quimicas de los constituyentes
del complejo. La adicién de grasa poliinsaturada (aceites de maiz o
de pescado) a la dicta disminuy6 la cantidad de enzima
inmunodetectableen los extractos (18), mientras que en los animales
a los cuales se adicion6 mantequilla no se observaron cambios con
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relacion alos animales que recibieron dietas ricas en sacarosay libres
de grasa (18). En base a estos resultados fue posible también concluir
que no hubo cambios en las proporciones relativas de los principales
constituyentes del complejo y que los cambios observados reflejan
modificaciones coordinadas en la expresion de los polipéptidos del
complejo de PDC. Puede apreciarse que las variaciones en la activi-
dad de PDCt se corresponden con los cambios observados en la
cantidad de enzima presente en el tejido y no pueden ser atribuidas a
modificaciones fisicas o quimicas en las moléculas enzimaticas que
constituyen el complejo. Puede también concluirse en base a estos
resultados que no hubo modificaciones en las proporciones relativas
de los componentes principales del complejo y que los cambios
observados reflejan modificaciones coordinadas en la expresién de
los componentes del complejo (18).

Estudios sobre las modificaciones de la actividad de PDC en
comparacion con otras enzimas lipogenicas y su correlacion con
las tasas de lipogénesis hepatica

Los experimentos antes descritos arrojan evidencia que sugiere
que la expresion de los componentes enziméaticos del complejo
piruvato deshidrogenasa estda modulada por varios nutrientes en
forma similar a otras enzimas hepaticas. Nos propusimos establecer
comparaciones entre lacinética de larespuesta de laPDC y lade dos
enzimas lipogénicas hepaticas en animales de experimentacion so-
metidos a manipulaciones dietarias que causaron la induccién o
represion enzimaticas. También se exploraron las posibles correla-
ciones que existen entre los niveles de actividad del complejo y las
tasas de lipogénesis determinadas en esos animales, las cuales sirven
como un indice del flujo de carbonos através del complejo. Para este
propésito se hicieron determinaciones de la actividad de PDCt y
PDCaen los extractos de higado asi como también de las actividades
de FAS y G6PDH en fracciones citos6licas (20,21). Las tasas de
lipogénesis fueron determinadas en base a laincorporacion de 3H20
en los lipidos saponificables hepaticos (22). Esta serie de experimen-
tos se realizé con animales adaptados a un patréon de alimentacion por
«meal feeding»en el cual los animales fueron entrenados a ingerir el
alimento durante una sola comida al dia en un periodo de tres horas,
comprendido entre las 8:00 am y las 11:00 am. Los animales fueron
sacrificados a las 9:00 am. Las ratas fueron inyectadas con solucién
salina que contenia nembulal y ImCi de "HgO. Quince minutos
después se tomaron muestras de sangre por puncién cardiaca para
estimar la actividad especifica del plasma y muestras de higado bajo
nitrégeno liquido. El tipo de régimen dietario utilizado nos permitié
determinar las variaciones de actividades enzimaticas y tasas de
lipogénesis durante la fase posprandial en iguales condiciones para
todos los animales, minimizandose asf las variaciones de actividad de
PDCa o de las tasas de lipogénesis, que pudieran ser causadas por
diferencias en el patron de alimentacion de los animales.

El Grafico 5 muestra los resultados de las variaciones de la
actividad de lasenzimas FAS y G6PDH en funcion del tiempo de dieta.
Para este experimento, se emplearon ratas alimentadas con ratarina
(controles) o sometidas a dietas ricas en sacarosa y libres de grasa por
un periodo variable entre 0 y 21 dias. Puede apreciarse que en los
animales alimentados con dietas tipo SLG, la actividad de FAS mostr6
un gran incremento transitorio que alcanz6 un maximo alos 7 dias para
luego decrecer y estabilizarse en un valor 10 veces superior al obser-
vado en los animales control. La actividad de G6PDH se elevd mas
gradualmente que la actividad de FAS y a los 14 dias de dieta alcanz6
su méaximo valor, 14-veces superior a los valores control. Las tasas de
lipogénesis incrementaron unas 30 veces en los primeros 3 dias y
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posteriormente continuaron aumentando en forma gradual a medida
que se prolongé el tiempo de administracién de la dieta. El gran
incremento inicial de las tasas de lipogénesis (80 veces los valores del
control a los tres dias) estuvo acompafiada por un aumento en la
actividad de FAS (5 veces), pero relativamente menores cambiosen las
actividades de PDCy G6P DH, lo cual pone en evidencialaimportancia
delos mecanismos alostéricos y por fosforilacién/ defosforilaciénenla
regulacién del proceso. A pesar de que la actividad méxima de FAS se
observ6alos 7 dias de dieta y no estuvo correlacionada conun aumento
similar en las tasas de lipogénesis, se observé buena correlacién entre
el incremento de las tasas de lipogénesis y los valores de actividad
méxima de todas las enzimas estudiadas. La actividades de PDCt y
PDCatambiénincrementaron al prolongarse el tiempo de dieta, pero se
elevaron mas gradualmente y alcanzaron un valor mdximo de 3 veces
los valores control alos 14 dias de dieta (Gréfico 6). Lacorrelaciénentre
las tasas de lipogénesis y las actividades de PDCa y PDCt fué mejor
durante la primera semana de dieta, ya que la actividad de PDCa se
duplicé luego de 7 dias, pero luego no incrementd significativamente,
mientras que las tasas de lipogénesis se triplicaron entre la primeray la
tercera semana.

GRAFICO 5
Efectos de la administracién de dietas ricas en sacarosa y libres de
grasa sobre la actividad del complejo sintetasa de acidos grasos
(FAS) y glucosa 6P deshidrogenasa (G6P DH) y sobre las tasas de
lipogénesis hepética
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Se utilizaron animales ali dos por el régi de «meal feeding» con dietas ricas en
sacarosa y libres de grasa . Los animales se sacrificaron una hora después del inicio de
lafase posprandial en grupos de 4-6ratas. Entre diez y quince minutos antes del sacrificio
cada animal recibié una inyeccion intraperitoneal de una solucién que contenfa nembutal
sédicoaunadosis de 60 mg/Kg de pesocorporal y 1 mCide 3H20< Se obtuvieron muestras
de higado que fueron pulverizadas bajo nitrégeno liquido en las cuales se determiné la
incorporacién del is6topo en los 4cidos grasos.

Una segunda porcién de tejido fué homogenizada y fraccionada por ultracentrifugacién
2 105.000 g por 1 h. Las actividades enziméticas y la concentracién de proteinas se
determinaron en las fracciones citosélicas de acuerdo a métodos previamente descritos
(20,21). Una porci6n adicional de tejido se utilizé para determinar la sintesis de 4cidos
grasos in vivo (22).
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Los Gréficos 7 y 8 muestran los resultados obtenidos con otra
serie de experimentos en los cuales se utilizaron animales que fueron
alimentados con una dieta rica en sacarosa y libre de grasa por un
periodo de 21 dias y luego la dieta fue sustituida por otra basada en
sacarosa, pero a la cual se adicion$ aceite de pescado al 10%
(SLG+FO) (ver Tabla 1). Se observé que la adicién de grasas
poliinsaturadas a la dieta produjo un rdpido descenso de las activida-
des de FAS, G6PDH y PDCt. El descenso de las actividades
enzimaticas estudiadas estuvo correlacionado positivamente con la
reduccién delastasas de lipogénesis. En cuanto alaPDCt, se observé
una respuesta similar a la de las enzimas FAS y G6PDH , sin
embargo, al cabo de 7 dias, los valores de actividad de esas enzimas
habian alcanzado valores similares al control, mientras que la PDCa
y PDCt al igual que las tasas de lipogénesis se igualaron con los
valores control a los 14 dias de dieta.

GRAFICO 6
Efectos de la administracién de dietas ricas en sacarosa y libres de
grasa sobre la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa
(PDC ty PDCa) y sobre las tasas de lipogénesis hepéticas.
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Se utilizaron animales alimentados por el régimen de «meal feeding» con dietas ricas en
sacarosa y libres de grasa . Los animales se sacrificaron una hora después del inicio de
lafase posprandial en grupos de 4-6 ratas. Entre diez y quince minutos antes del sacrificio
cada animal recibi6 unainyeccion intraperitoneal de una solucién que contenfa nembutal
sddicoaunadosis de 60 mg/Kg de pesocorporal y 1 mCide “H»O. Se obtuvieron muestras
de higado que fueron pulverizadas bajo nitrégeno liquido en las cuales se determiné la
incorporaci6n del isétopo en los 4cidos grasos (22) y la fraccién de enzima activa
(PDCa)(15,17) . Después de incubar alicuotas de los extractos con una fosfatasa aislada
del higado de paloma, se determing la actividad total (PDCt) y la actividad de la citrato
sintetasa (C.S.).

La actividad del complejo se expresé como pmol de acetilCoA/min en funci6n de la
actividad de citrato sintetasa, ésto permiti6 corregir diferencias en laextraccién del tejido
asi como variaciones en el contenido de grasa y proteina del higado causadas por los
distintos tratamientos (15)

Para facilitar las comparaciones, se incluyeron los valores de las tasas de lipogénesis
graficadas en el gréfico 5.
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GRAFICO 7
Efectos de la administracién de dietas basadas en sacarosa y suple-
mentadas con aceite de pescado al 10% sobre la actividad del
complejo sintetasa de 4cidos grasos (FAS) y glucosa 6 Pdehidrogenasa
(G6PDH) y sobre las tasas de lipogénesis hepéticas.
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Se utilizaron animal dos por el régi de «meal feeding» con dietas ricas en
sacarosa y libres de grasa durante 21 dias. Al final de ese periodo (tiempo O), se cambid
la dieta por otra a la cual se adiciond aceite de pescado al 10% en peso. Los animales se
sacrificaron una hora después del inicio de la fase posprandial en grupos de 4-6 ratas.
Entre diez y quince minutos antes del sacrificio cada animal recibié una inyeccién
intraperitoneal de una solucién que contenfa nembutal sédico a una dosis de 60 mg/Kg
de peso corporal y 1 mCi de “H20. Otros detalles experimentales se describen en la
leyenda del grafico 5.

GRAFICO 8
Efectos de la administraci6n de dietas basadas en sacarosa y
suplementadas con aceite de pescado al 10% sobre la actividad del
complejo piruvato deshidrogenasa (PDCt y PDCa) y sobre las
tasas de lipogénesis hepdticas.
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Se utilizaron porelrégi de «meal feeding» con dietas ricas en
sacarosa y libres de grasa durante 21 dfas. Al final de ese periodo (tiempo 0), se cambié
la dieta por otra a la cual se adicioné aceite de pescado al 10% en peso. Los animales se
sacrificaron una hora después del inicio de Ia fase posprandial en grupos de 4-6 ratas.
Entre diez y quince minutos antes del sacrificio cada animal recibié una inyeccién
intraperitoneal de una solucién que contenja nembutal sédico a una dosis de 60 mg/Kg
de peso corporal y 1 mCi de 3H20. Otros detalles experimentales se describen en la
leyenda del grafico 6.

Para facilitar las comparaciones se incluyeron los valores de las tasas de lipogénesis
mostradas en el grafico 7.

DE MARCUCCI et al.

CONCLUSIONES

En resumen, se ha presentado evidencia de que la sintesis del
complejo mitocondrial que cataliza la descarboxilacién del piruvato
en el higado es regulada por nutrientes. El tipo y cantidad de
carbohidrato y grasas presentes en la dieta son factores que modulan
1a actividad del complejo hepético. Los cambios en la actividad total
de esta enzima que producen distintos tipos de dieta estdn acompa-
flados por cambios en la cantidad de proteina inmunoreactiva. Los
niveles de actividad y de proteina total se elevaron 1,3 veces en el
higado de animales en respuesta a una dieta rica en almidén y libre
de grasa. Este efecto se potenci6 al sustituir al almidén por sacarosa,
obteniéndose un aumento de 3 veces en los niveles de enzima activa
y total. Los efectos estimulatorios de las dietas ricas en carbohidratos
y libres de grasa se redujeron sustancialmente al suplementar las
dietas con aceites de maiz o pescado, mostrando el aceite de pescado
la mayor respuesta inhibitoria. La adicién de grasa saturada (mante-
quilla) a las dietas caus$ una notable reduccién de la PDCa pero, a
diferencia de 1a grasa poliinsaturada, no afecté el incremento de los
niveles y actividad total del complejo que se observé en los animales
alimentados con dietas libres de grasa. Se observé que tanto la
actividad de PDCt como las actividades de FAS y G6PDH estan
correlacionadas con los cambios en las tasas de lipogénesis provoca-
das por varias manipulaciones dietarias. Estos resultados sugieren
que la actividad de PDC se modifica en forma coordinada con las de
otras enzimas vinculadas con la lipogénesis y por tanto podria
contribuir a la elevacién o reduccién de la sintesis de acidos grasos
producidas por nutrientes.

Un aumento en la tasa de oxidacién de piruvato permitirfa una
mayor disponibilidad de acetilCoA para la via lipogénica y de este
modo se estimularia la sintesis de 4cidos grasos. Este efecto podria,
al menos en parte, contribuir al aumento en la sintesis de
triacilgliceroles hepéticos observado durante la administracién cré-
nica de dietas ricas en sacarosa o fructosa. El efeao estimulador de
las dietas ricas en carbohidratos asi como el efecto inhibitorio de las
grasas podria ser atribuido a la activacion o inhibicién del complejo
por metabdlitos que alteran las tasas de fosforilacién/ defosforilacién
del complejo. Esta explicacion se apoya en el hecho que el piruvato
es un inhibidor de la PDCa quinasa y por tanto activa al complejo,
mientras que la oxidacién de los 4cidos grasos genera productos
(acetilCoA y NADH) que actian como activadores de la PDCa
quinasa y por tanto inhiben la enzima (ver Fig.2). Sin embargo, los
resultados presentados en este trabajo sugieren que a largo plazo
opera un mecanismo que permite regular la actividad del complejo a
través de modificaciones de la cantidad de enzima presente en las
mitocondrias hepéticas. Este Gltimo mecanismo implica alteraciones
coordinadas en las tasas de expresién de los genes que codifican los
polipéptidos constituyentes del complejo y presumiblemente con-
tribuye a regular la capacidad lipogénica del tejido.

Los cambios observados en la actividad del PDC fueron en
general mas lentos y de menor magnitud que las modificaciones
observadas enlaactividad delas enzimas FAS y GGPDH. Esto puede
ser atribuido a que la vida media del complejo (8,1 dias; ref. 23) es
mucho mayor que la de otras enzimas lipogénicas, que oscila entre 1
y3dias (24,25). También es necesario considerar que, a diferenciade
otrasenzimasestudiadasenrelacion conlaregulaciéndelalipogénesis,
el PDC es un complejo de gran tamaiio, de localizacién mitocondrial
y sus componentes proteicos estin codificados por varios genes
nucleares (26). Porestas razones, la regulacion de laexpresién de esta
enzima podria mostrar mayor complejidad que la de las enzimas
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citosélicas, ya que posiblemente existen elementos adicionales de
control quecoordinen la expresién de los varios genes, latraslocacion
de los polipéptidos precursores al interior de las mitocondrias y su
posterior ensamblaje en €l compartimiento matriz-membrana
interna.

Es también necesario sefialar que aunque hay suficiente eviden-
cia acumulada que indica que la PDC tiene un papel importante en la
regulacién de la lipogénesis por los nutrientes, ain no han sido
establecidas claramente las relaciones que existen entre el estado de
fosforilacién del complejo y el flujo a través de esa enzima bajo
diferentes condiciones metabélicas (27).
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