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La produccién y utilizacién de la glucosa hepdtica, centrdndonos en la glucolisis y la
gluconeogénesis, implica el movimiento de sustratos a través de tres ciclos principales (Fig.
4.1). La direccién y la magnitud de este movimiento estdn controladas por enzimas cuyas
actividades estdn moduladas por mecanismos de accién rdpida y lenta. La regulacién rdpida
del metabolismo de la glucosa ocurre por cambios en la actividad enzimdtica mediada por
hormonas, principalmente la fosforilacién y defosforilacién de dos enzimas claves, L-PK y
PFK-2/FBPasa-2, y la regulacién de la PFK-1 y FBPasa-1 por Fru-2,6-P2 (Pilkis y El-
Maghrabi, 1988). Las hormonas también producen efectos de accién m4s lenta en el tiempo
en el metabolismo de l1a glucosa mediante cambios en la velocidad de sintesis de los enzimas.
Estos efectos lentos suelen estar producidos por alteraciones en la velocidad de sintesis de
los ARNm y, en algunos casos, por cambios en la velocidad de degradacién de estos ARNm
(Granner y Pilkis, 1990).
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Fig. 4.1. Ciclos de sustratos implicados en la glucolisis/gluconeogénesis.
Adaptada de Granner y Pilkis (1990). PEP, fosfoenolpiruvato; PIR, piruvato; OAA,
oxalacetato; Lac, lactato; Ala, alanina.

El flujo neto a través de los ciclos de sustrato: glucosa/glucosa 6-fosfato, fructosa 6-
fosfato/fructosa 1,6-bisfosfato y fosfoenolpiruvato/piruvato depende de la actividad relativa
de los enzimas ilustrados en la figura 4.1. En una situacién en que la gluconeogénesis estd
favorecida como es después de una hepatectomia parcial, se ha descrito un incremento de la
actividad PEPCK (Katz, 1979) y un coordinado descenso de laa actividades L-PK (Bonney
et al., 1973) y GK (Bonney et al., 1973; Schofield et al., 1986; Fig. 3.5). Nosotros hemos
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demostrado que los niveles de Fru-2,6-P; répidamente disminuyen post-hepatectomia (Fig.
2.4). Esta molécula regula las actividades PFK-1 y FBPasa-1 de una manera opuesta (Fig.
4.1) por lo que es de esperar que la actividad PFK-1 esté disminufda y la FBPasa-1
aumentada en la situacién in vivo, puesto que no se han encontrado cambios en sus
actividades en condiciones de Vpysx (Katz, 1979). Esta situacién produciria, adem4s, una
disminucién de los niveles de fructosa 1,6-bisfosfato que inhibirfan a la actividad L-PK tanto
alostéricamente como por fosforilacién del enzima, puesto que la ausencia de fructosa 1,6-
bisfosfato favorece la fosforilacién de L-PK por la proteina quinasa dependiente de cAMP
(Pilkis et al., 1990). Hemos demostrado que la rdpida disminucién de la concentracién de
Fru-2,6-P3 es debida principalmente a la fosforilacién del enzima (Rosa et al., 1990) y que
posteriormente hay una regulacién de los niveles d¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2 (Fig 3,18 y 3.20)
a nivel transcripcional (Fig. 3.22), ademds del cambio en las caracteristicas cinéticas del
enzima (Rosa er al., 1990). Ningiin dato se habfa descrito sobre los niveles d¢ ARNm de los
demds enzimas reguladores de estos ciclos de substrato durante la regeneracion hepética, por
este motivo decidimos analizarlos y observar si correlacionaban con la actividades
previamente descritas.

1. Analisis del contenido de ARNm de los enzimas reguladores de
la glucolisis/gluconeogénesis

Los niveles de los ARNm de la GK, L-PK, FBPasa-1 y PEPCK fueron analizados
durante la regeneracién hepdtica mediante la técnica de Northern Blot. Los valores fueron
corregidos por la cantidad de ARNm de la albiimina que fue usado como control de la
cantidad aplicada (Petropoulos et al., 1983; Sobczak ez al., 1989). En la figuras 4.2 y 4.3 se
puede observar el descenso a las 6 h post-hepatectomfa de los niveles del ARNm de laGK a
un 20 % de su valor control. A partir de las 12 h los niveles del ARNmGK aumentaron y se
normalizaron a las 24 h. Los niveles del ARNmL-PK decrecieron después de la hepatectomia
parcial alcanzando un minimo (15 %) alrededor de las 36 h. A partir de este tiempo los
niveles aumentaron lentamente, no recuperdndose hasta las 168 h. Estos perfiles son
concordantes con el descenso de las actividades GK y L-PK descritas durante la
regeneracién hepdtica (Bonney er al., 1973; Schofield er al., 1986; Rosa et al., 1990). Los
niveles del ARNmPFK-2/FBPasa-2 sigpieron el perfil previamente descrito (Fig. 3.18 y 3.20).
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Fig. 4.2. Expresion génica de los enzimas reguladores de la glucolisis/gluconeogénesis
durante la regeneracion hepadtica.

Adaptada de Rosa et al. (1991b). .Esta figura muestra Northern blots representativos con la

indicacion del tamano de los ARNm. Para mds informaci6n ver la leyenda de la fig. 4.3. Pueden identificarse,

con la sonda utilizada, tres ARNm de la L-PK con diferente longitud en la cola poli-A (3.2,2.2 y 2.0 kb).

Sin embargo, se observa una variacién similar lo que sugiere que tienen la misma estabilidad coincidiendo

con los resultados de Vaulont et al. (1986) .
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Regeneracién hepdtica (% control)

ARNm
GK 100 21 18 102 59 139 86 80 96 160
L-PK 100 10 15 10 9 10 14 27 41 g2

PFK-2/FBPasa-2 100 8 78 182 334 393 394 207 165 228
fBPasa-1 100 117 94 96 115 101 95 129 92 168

PEPCK 100 1300 776 496 680 540 620 1300 1200 760

0 6 12 24 36 48 60 72 96 168

Tiempo (h)

Fig. 4.3. Expresion génica de los enzimas reguladores de la glucolisis/gluconeogénesis
durante la regeneracién hepatica.

Adaptada de Rosa et al. (1991b). ARN total (20 pg/carril) extraido de higados de rata normal (O h) y
regenerante a diferentes tiempos fue transferido a una membrana de nylon después de una electoforesis en
agarosa al 1.5 %, e hibridizado con diferentes sondas (GK, L-PK, PFK-2/FBPasa-2, FBPasa-1 y albiimina).
Los niveles de los ARNm fueron medidos mediante densitometria ldser y corregidos por la cantidad del
ARNmM de Ia albimina. Los valores representan el promedio de 3-4 experimentos diferentes. Northern blots

representativos se muestran en la fig. 4.2,

Al contrario de lo que sucede con los niveles de los ARNm de los enzimas
glucoliticos, los niveles de ARNmPEPCK aumentaron 13 veces respecto a los animales
control a las 6 h post-hepatectomia, permaneciendo elevados durante todo el proceso
regenerativo. Estos resultados son concordantes con la activacién transcripcional que
habfamos descrito anteriormente (Fig. 3.22) y coincidentes con los encontrados por Mhon et
al. (1990) al identificar al gen de la PEPCK como un immediate-early gene durante la
regeneracién hepdtica. Ademds, el incremento de los niveles de ARNmPEPCK podria
explicar el aumento de la actividad PEPCK descrita por Katz (1979). Los niveles de ARNm
del otro enzima gluconeogénico, FBPasa-1, no se modificaron lo que podria también
explicar la ausencia de cambios en la actividad enzimdtica (Katz, 1979).

El comportamiento de los enzimas glucoliticos GK, L-PK y PFK-2/FBPasa-2 fue
opuesto al enzima gluconeogénico PEPCK durante la fase prereplicativa de la regeneracién
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hepética, mostrando un perfil similar en los niveles respectivos de ARNm. En el estado
replicativo (>12 h post-hepatectomia) se encontraron diferencias en los niveles d¢ ARNmb-
PK| que se recuperaron mis tarde (168 h). Esta tardfa recuperacién del contenido de
ARNmL-PK y los elevados niveles de¢ ARNmPEPCK encontrados durante este perfodo
podrian estar relacionados con la hipétesis de que la glucogenogénesis estuviera funcionando
mediante la ruta indirecta, siendo la mayor parte del gluc6geno depositado en el higado de
origen gluconeogénico (Rosa et al., 1990).

2. Efecto del estrés en los niveles de ARNm de los enzimas
reguladores de la glucolisis/gluconeogénesis

Observando los resultados descritos anteriormente, parece claro que es durante la
primeras horas post-hepatectomia cuando se producen los mayores cambios en los niveles de
ARNm. Para estudiar con mé4s detalle esta fase analizamos el ARN extrafdo de los higados
de rata a diferentes tiempos durante las primeras 24 h post-hepatectomia, mediante la técnica
de Northern blot. Alguien podria comentar que las variaciones observadas en los niveles de
ARNm durante estas horas son debidas a un efecto del estrés quinirgico o anestésico, mds
que a un efecto provocado por la hepatectomia parcial. Por este motivo analizamos también
el ARNm extraido de los higados de ratas laparotomizadas. En las figuras 4.4 y 4.5 se
observa como los niveles de ARNm de los diferentes enzimas de los animales
hepatectomizados siguieron una variacién similar a la observada previamente (Fig. 4.2 y
4.3). En los animales laparotomizados, los ARNm de los enzimas también mostraron
variaciones en sus niveles por efecto del estrés. Siendo, en general, las variaciones mis
pronunciadas en los animales regenerantes que en los laparotomizados.



88-Cap.4: Expresién génica de los enzimas reguladores

Regeneracién hepdtica (% control)
ARNm
Hep 100 51 46 127 96 18 18 274 102
GK Lap 100 9 75 79 26 20 71 868 108
Hep 100 3t 73 74 100 72 15 11 10
L-PK
Lap 100 96 112 52 126 50 33 37 52
Hep 100 92 8 72 40 36 78 93 182
PFK-2/FBPasa-2
Lap 100 8 93 126 171 78 8 78 85
H 100 118 116 106 101 112 94 89 96
FBPasa-1 ®
Lap 100 94 138 102 147 252 186 227 105
PEPCK Hep 100 758 913 737 672 608 776 310 49
Lap 100 320 660 600 100 630 360 140 400
0 0.5 1 2 4 8 12 16 24
Tiempo (h)

Fig. 4.4, Efecto del estrés en la expresion génica de los enzimas reguladores de

la glucolisis/gluconeogénesis después de una hepatectomia parcial.

Adaptada de Rosa et al. (1991b). ARN total (20 pg/carril) extraido de higados de rata normal

(0 h) y regenerante a diferentes tiempos fue transferido a una membrana de nylon después de una

electoforesis en agarosa al 1.5 %, e hibridizado con diferentes sondas (GK, L-PK, PFK-2/FBPasa-2,

FBPasa-1 y albiimina). Los niveles de los ARNm fueron medidos mediante densitometria laser.

Northern blots representativos se muestran en la fig. 4.5.
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Fig. 4.5. Expresién génica de los enzimas reguladores de la glucolisis/
gluconeogénesis durante la regeneracion hepética.

Adaptada de Rosa et al. (1991b). .Esta figura muestra unos Northern blots representativos. Para més

informacién ver la leyenda de la fig. 4 4.

En general, los cambios descritos en las actividades de los enzimas reguladores de la
glucolisis/gluconeogénesis (Katz, 1990; Bonney er al., 1973; Schofield et al., 1986; Rosa et
al., 1990) correlacionan con los niveles de¢ ARNm detectados (Fig. 4.2 a 4.5). Estos datos
sugieren que diversas hormonas, factores de crecimiento y neuromediadores,
presumiblemente actuando de una manera sinérgica, regulan la expresién de estos genes
durante la regeneracién hepdtica (Fausto y Mead, 1989; Michalopoulos, 1990).
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En el capitulo anterior habfamos hipotetizado que durante la fase pre-replicativa de la
regeneracién hepética el aumento de los niveles de cAMP y el descenso de los de insulina
inducirfan el rdpido aumento del contenido de ARNm de los enzimas gluconeogénicos y
reprimirian el de los enzimas glucoliticos. Tanto el glucagén como las catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) producen un aumento de los niveles de cAMP en el higado
(Exton y Park, 1966 y 1968) y ambas hormonas se incrementan rdpidamente en el plasma de
los animales hepatectomizados (Morley et al., 1975; Bucher y Weir, 1976; Leffert et al.,
1979; Cruise et al., 1987), siendo probablemente las responsables del aumento del contenido
de cAMP durante la regeneracién hep4tica. Estas hormonas, adem4s de regular la expresién
génica de los enzimas glucoliticos/gluconeogénicos, pueden actuar rdpidamente sobre la
actividad de estos enzimas mediante fosforilacién por la protefna quinasa dependiente de
cAMP, y la variacién del contenido de Fru-2,6-P; (Pilkis et al., 1988 y 1990). Para intentar
demostrar que muchos de los efectos observados en los enzimas glucoliticos/
gluconeogénicos después de una hepatectomia parcial son debidos a un efecto hormonal,
hemos administrado a los animales glucagén intraperitonealmente y hemos analizado las
variaciones en el sistema de la Fru-2,6-P> (metabolito, enzima, ARNm, transcripcién y
estabilidad).

1. El glucagon mimetiza los efectos de las primeras horas post-
hepatectomia parcial

El primer objetivo fue reproducir una situacién similar a la encontrada en las primeras
horas post-hepatectomfa parcial. En la figura 5.1 se pueden observar las variaciones de los
niveles de Fru-2,6-P,, del cociente de actividades PFK-2 (activa/total) y de la actividad
PFK-2 rotal durante las primeras cuatro horas post-hepatectomfa parcial. Nosotros hemos
conseguido reproducir una situacién similar administrando glucagén intraperitonealmente
con una dosis de Img/Kg (Fig. 5.1). Se puede apreciar como el metabolito rdpidamente
disminuye debido probablemente a la fosforilacién del enzima. Ademds, se observa una
rdpida disminucién del contenido de enzima bifuncional durante los primeros 15 min,
recuperdndose a valores control después de este tiempo. Como control de que los efectos
observados tan rdpidamente (5 min) no fueran una consecuencia del posible estrés producido
por la manipulacién de los animales en la administracién del glucagén, analizamos durante
los primeros 15 min el higado de animales que habfamos manipulado de una manera similar
y a los que habfamos inyectado NaCl a una concentracién fisiolégica (0.9 %). Los
resultados obtenidos demuestran que no hay variaciones significativas con respecto a los
animales control (0 h) en ninguno de los pardmetros analizados (Fig. 5.1), por lo que
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podemos concluir que los efectos observados son debidos a la administracién de glucagén.
Estos efectos fueron transitorios recuperdndose el contenido de Fru-2,6-P2 alas4 hde la
administracién, en paralelo a la desfosforilacién del enzima bifuncional.

Animales

Hepatectomizados Tratados con glucagén

Fru-2,6-l-’2
(nmol/g)

Cociente
(activa/total)
oo oo
(S 2 N S ]
K l
L L1

PFK-2 Total
(% actividad)

6 60 180 3600 10 20 60 120 240
Tiempo (min)

Fig. 5.1. El glucagén mimetiza los efectos de las primeras horas post-

hepatectomia sobre el sistema de la Fru-2,6-Pa.

La metodologia empleada es la descrita en Rosa et al. (1990 y 1991a). Los circulos rellenos
representan los animales hepatectomizados o tratados con glucagén (1mg/Kg); los circulos abiertos los
animales control: laparotomizados o inyectados con NaCl (0.9 %). Cociente significa la relacién de
actividades PFK-2: activa/total. Los valores son el promedio de 2-12 animales. Las desviaciones han sido
omitidas para una mejor visualizacién. El 100% actividad PFK-2 total fue de 8 mU/g en los experimentos de

regeneracién y 0.15 mU/mg prot. en los experimentos con glucagén.

Los efectos del glucagén sobre los niveles de Fru-2,6-P3 y la fosforilacién de la
PFK-2, anteriormente comentados, ya fueron descritos por Van Schaftingen et al. (1980).
La disminucién de la actividad PFK-2 rotal durante los primeros 15 min podria reflejar la
cantidad de enzima presente. Esta disminucién podria estar relacionada con la disminucién
de la actividad PFK-2 y el contenido de enzima descritos durante el ayuno y la diabetes,
situaciones donde se observan cambios en el cociente glucagén/insulina plasmético, y en
donde se habfa descrito que el contenido de ARNmPFK-2/FBPasa-2 o se modificaba (Colosia
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et al., 1988; Crepin et al., 1988). Esto llevé a sugerir que mecanismos post-transcripcionales
tales como la traduccién del ARNmPFK-2/FBPasa-2 13 degradacién del enzima o ambos
mecanismos podrian estar modulados por el ayuno y la diabetes (Colosia ez al., 1988; Crepin
et al., 1988). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el contenido de PFK-
2/FBPasa-2 y los niveles d¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2 disminuyen en la diabetes (Miralpeix et
al., 1992).

2. El glucagén modifica la expresién del gen de la PFK-2/
FBPasa-2

Habfamos descrito una disminucién del contenido de ARNmPFK-2/FBPasa-2 dyrante

las primeras horas de la hepatectomia parcial (Fig. 3.20 y 4.5) y habfamos postulado que .

esta disminucién podria estar relacionada con el aumento de los niveles de cCAMP. Para- .. : 475

comprobar esta hipétesis realizamos el andlisis, por Northern blot, del ARN extraido de los

higados a los que les habfamos administrado glucagén. En la figura 5.2 se puede observar
como hay una clara disminucién de los niveles d¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2 dyrante los primeros
15 min, recuperdndose posteriormente. Observando el paralelismo entre el contenido de
enzima bifuncional (Fig. 5.1) y los niveles de ARNmPFK-2/FBPasa-2 (Fjg, 5.2), alguien
podria pensar que el descenso en la cantidad de enzima fuese una consecuencia de la
disminuci6n de los niveles d¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2. Nosotros pensamos que, precisamente
por este paralelismo tan perfecto en los tiempos (coinciden los descensos y las
recuperaciones) y por el intervalo de tiempo tan corto (el descenso se observa a los 5-15
minutos) en que se detectan estos efectos, no puede ser uno la consecuencia del otro. Sin
embargo, es obvio que ambos efectos son transitorios, desaparecen a los 20 min, lo que nos
hace pensar que los mecanismos implicados han dejado de actuar.
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Tiempo (min)

0 10 20 60 120 240

Fig. 5.2. El glucagén modifica la expresion del gen de la PFK-2/FBPasa-2.

20 pg de ARN extraido del higado de las ratas inyectadas con glucagén (1 mg/Kg) fue aplicado a una
electroforesis en agarosa al 1.5 % y transferido posteriormente a una membrana de nylon. La membrana fue
hibridada con la sonda de PFK-2/FBPasa-2, lavada y autoradiografiada. La metodologia empleada es la descrita
en Rosa et al. (1991a).

3. Regulacién de la expresion del gen de la PFK-2/FBPasa-2 por
el glucagoén

Una variacién tan rdpida en los niveles d¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2 parece sugerir una
inhibicién transcripcional de la expresién del gen acompafiada de un incremento en la
degradacién del ARNmPFK-2/FBPasa-2| Estos mecanismos de regulacién de la expresién
génica son comunes para otros genes del metabolismo hidrocarbonado regulados
hormonalmente (Granner y Pilkis, 1990). Una situacién muy similar a la que estamos
describiendo sucede con el gen de la L-PK y el de la GK. La administracién de glucagén,
actuando via cAMP, inhibe la transcripcién del gen de la L-PK (Noguchi er al., 1985;
Vaulont et al., 1986; Decaux et al., 1989) y el de 1a GK (Iynedjian et al., 1988 y 1989), y
acelera la degradacién del ARNmL-PK (Noguchi et al., 1985; Vaulont er al., 1986)
disminuyendo de este modo los niveles de sus ARNm. Una situacién opuesta ocurre con el
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gen de la PEPCK. En presencia de elevados niveles de cAMP, la transcripcién del gen de la
PEPCK aumenta (Lamers er al., 1982; Granner et al., 1983; Sasaki er al., 1984; Sasaki y
Granner, 1988; O'Brien y Granner, 1990), asf como la estabilidad del ARNmPEPCK (Hod y
Hanson, 1988). Los genes de L-PK (Noguchi e al., 1987), GK (Magnuson et al., 1989 y
1990) y PEPCK (Yoo-Warren er al., 1983; Beale e al., 1985) han sido aislados y se han
identificado secuencias que responden a cAMP (CRE) (Roesler et al., 1988; Quinn et al.,
1988) y protefnas involucradas con esta secuencia (Quinn y Granner, 1990; Park er al.,
1990). Dos genes de la PFK-2/FBPasa-2 han sido aislados (Darville et al., 1989; Lange et
al., 1989; Darville et al., 1991), pero en ninguno de ellos se han identificado secuencias
CRE conocidas (Lemaigre er al., 1991).

3.1. EI glucagén inhibe la velocidad de transcripcion del gen de
la PFK-2/FBPasa-2 '

Nosotros hemos analizado la velocidad de transcripcién del gen de la PFK-
2/FBPasa-2 durante los primeros 15 min que siguen a la administracién de glucagén,
mediante el ensayo de run-on descrito en la seccién 6.1 del capitulo 3. Aislamos los niicleos
a partir de los higados de las ratas inyectadas con glucagén. Incubamos estos niicleos con
(a-P32)UTP, aislamos los transcritos producidos y los hibridamos con un ADNc de la PFK-
2/FBPasa-2 de higado. En la figura 5.3 se presentan los resultados obtenidos, observdndose
una clara disminucién en la velocidad de transcripcién del gen de la PFK-2/FBPasa-2.
Como control del experimento determinamos también la velocidad de transcripcién del gen
de la PEPCK. Tal y como estaba descrito, la velocidad de transcripcién del gen de la
PEPCK se incrementd (Lamers er al., 1982; Granner et al., 1983; Sasaki er al., 1984; Sasaki
y Granner, 1988; O'Brien y Granner, 1990). Probablemente el efecto del glucagén, como
ocurre en otros genes (Pilkis y Granner, 1990), es via cAMP y, por lo tanto, la
dismininucién de la velocidad de transcripcién del gen de la PFK-2/FBPasa-2 decrita durante
las primeras horas post-hepatectomifa parcial (Fig. 3.23), podria ser explicada por el
incremento de los niveles de glucagdn y catecolaminas en esta etapa (Morley et al., 1975;
Bucher y Weir, 1976; Leffert er al., 1979; Cruise et al., 1987). Estudios adicionales son
necesarios para saber cémo el glucagén inhibe la transcripcién de 1a PFK-2/FBPasa-2 pues,
como hemos comentado anteriormente, ningin elemento que responda a cAMP (CRE) ha
sido identificado en los genes de la PFK-2/FBPasa-2 (Lemaigre et al., 1991, Darville ez al.,
1991).
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Tiempo PFK-2/FBPase-2 PEPCK
(min) Unidades arbitrarias % Unidades arbitrarias %
0 1.453 100 4.737 100
5 0.426 29 6.153 130
10 0.121 8 6.042 128
15 0.169 12 9.297 196

Fig. 5.3. El glucagén inhibié la velocidad de transcripcién del gen de la
PFK-2/FBPasa-2.
La metodologfa empleada es la descrita en Rosa et al. (1991a).

3.2. El glucagén modificé la estabilidad del ARNmPFK-2/
FBPasa-2 en suspensiones de hepatocitos

La estabilidad del ARNmPFK-2/FBPasa-2 fye analizada en suspensién de hepatocitos
en presencia de actinomicina D (5 pg/ml), tal y como describimos en 1a seccién 6.2 del
capitulo 3. En la figura 5.4 se observa como, sorprendentemente, la estabilidad del
ARNmPFK-2/FBPasa-2 ge incrementd en presencia de glucagén 10-7 M. Como control de este
experimento hibridamos estas mismas membranas con las sondas de la PEPCK y la L-PK
porque se habian descrito efectos opuestos en la estabilidad de sus ARNm producidos por el
glucagén; aumentaba la estabilidad del ARNmPEPCK (Hod y Hanson, 1988) y disminufa la
del ARNmL-PK (Decaux er al., 1989). En la figura 5.5 podemos apreciar, que en ambos
casos, y similarmente a lo que ocurrfa con la estabilidad del ARNmPFK-2/FBPasa-2 ep
presencia de glucagén aumenta la estabilidad de los ARNm. Estos datos parecen sugerir que
los efectos que estamos observando, més que especificos para un ARNm concreto, son
debidos a un mecanismo mds general, como por ejemplo la implicacién de alguna proteina
regulada por un proceso dependiente de glucagén. Las diferencias entre los efectos que se
muestran en la estabilidad del ARNmL-PK (Fig, 5.5) y los descritos por Decaux et al. (1989)
podrian ser debidos a las diferentes condiciones experimentales (medios de incubaci6n
utilizados, insulina, etc.). La no coincidencia en los valores de estabilidad obtenidos para el
ARNmPFK-2/FBPasa-2 en suspensién (Rosa ez al., 1991a) o cultivo de hepatocitos (Kummel
y Pilkis, 1990) con los esperados de los datos in vivo (fig. 5.2), nos hace pensar que los
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valores de estabilidad de ARNm que se obtienen con este sistema in vitro no reflejen los

valores reales. Sin embargo, este sistema in vitro podria ser 1itil para estudiar mecanismos
que regulen la estabilidad de los ARNm.
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Fig. 5.4. Efecto del glucagén sobre la estabilidad del ARNmPFK-2/FBPasa-2

Los hepatocitos aislados de higado de rata alimentada fueron incubados en presencia de actinomicina

D (5 pg/ml) durante los tiempos indicados. El glucagén fue afiadido al principio de 1a incubacién a una
concentracién final de 10°7M (circulos negros). El ARN fue aislado y analizado mediante técnicas de Northern
blot. La sonda comiin de la PFK-2/FBPasa-2 (Fig. 3.17) fue la utilizada para las hibridaciones. Los niveles de

ARNm fueron cuantificados por densitometria liser de los autoradiogramas y expresados relativos a la cantidad

presente a tiempo cero que fue escogido como 100 %. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos

independientes.

Niveles de ARNm (%)

Fig. 5.5. Efecto del glucagén sobre la estabilidad de los ARNmPEPCK
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y ARNmL-PK,

Leyenda similar a la de 1a Fig. 5.4. Sondas de la PEPCK y L-PK (Rosa et al., 1991b) fueron
utilizadas para las hibridaciones. Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes.
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Con la idea de que quizés alguna protefna regulada por un proceso dependiente de
glucagén podria estar modificando la estabilidad de estos ARNm y tuviera un recambio muy
rdpido, incubamos los hepatocitos con actinomicina D (5 pg/ml) y cicloheximida (10 pg/ml)
en ausencia y en presencia de glucagén 10-7 M. La estabilidad de los anteriores ARNm fue
analizada. En la figura 5.6 observamos como en presencia de cicloheximida, la estabilidad
del ARNmPFK-2/FBPasa-2 ge incrementa mientras que en presencia de cicloheximida y
glucagén disminuye. Todos estos datos parecen indicar que en la estabilidad del] ARNmPFK-
2/FBPasa-2 hay implicadas al menos dos protefnas. Una con un recambio muy rdpido que
podrfa modificarse por un proceso dependiente de glucagén (posiblemente via CAMP),
estabilizando los niveles de¢ ARNmPFK-2/FBPasa-2 y que dejarfa de actuar cuando la sfntesis
proteica estuviera inhibida estabilizdndose también los niveles de ARNmPFK-2/FBPasa-2, Otra
protefna con un recambio mds lento que s6lo actuaria cuando la sintesis proteica estuviera
inhibida y estuviera modificada por un proceso dependiente de glucagén.
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Fig. 5.6. Efecto de la cicloheximida sobre la estabilidad del ARNmFPFK-2/FBPasa-2 ¢y
presencia y ausencia de glucagén.
Leyenda similar a la figura 5.4 pero donde los hepatocitos han sido incubados en presencia de

actinomicina D (5 ug/ml) y cicloheximida (10 pg/ml).

Cuando analizamos la estabilidad de los ARNm de la PEPCK y la L-PK, en
presencia de cicloheximida y de cicloheximida y glucagén, observamos un comportamiento
similar en la estabilidad de ambos ARNm pero diferente al encontrado con el ARNmPFK-
2/FBPasa-2 (Fig, 5.7). En presencia de cicloheximida, la estabilidad de ambos ARNm se
incrementé y no fue modificada por accién del glucagén. Estos experimentos son
coincidentes con los realizados in vivo con el ARNmPEPCK en presencia de cordicepina, un
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inhibidor de la sintesis de ARNm, donde se mostraba que la vida media del ARNmPEPCK
aumentaba en presencia de cicloheximida (Nelson ez al., 1980; Cimbala et al., 1982).Todos
estos datos parecen indicar que una proteina con un recambio muy rdpido podria estar
desestabilizando los niveles de estos ARNm. Esta proteina podria modificarse por un
proceso dependiente de glucagén, estabilizdndose los niveles de estos ARNm cuando esto
sucede. Cuando la sfntesis proteica estuviera inhibida esta proteina rdpidamente
desapareceria, estabilizdndose los niveles de estos ARNm y no modificdndose en presencia
de glucagén.
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Fig. 5.7. Efecto de la cicloheximida sobre la estabilidad de los ARNmPEPCK
ARNmL-PK en presencia y ausencia de glucagén.
Leyenda similar a la figura 5.4 y 5.5 pero donde los hepatocitos han sido incubados en presencia de

actinomicina D (5 pg/ml) y cicloheximida (10 pg/ml).

Poco es conocido acerca de las proteinas que pueden estar involucradas en la
estabilidad de los ARNm. Ha sido demostrado que hay proteinas que se unen a la cola
poli(A) de los ARNm, denominadas PABP: poli A binding protein (Blobel, 1973). Para que
PABP pueda interaccionar con la cola poli(A) es necesario una cola minima de 27-30
adeninas (Baer y Kornberg, 1983). Esto correlaciona con la observacién de que una cola
minima de 30 adeninas al final de un ARNm es la longitud minima para la estabilizacién de
un ARNm (Mercer y Wake, 1985) y sugiere que la interaccién cola poli(A) y PABP protege
al ARNm de un rdpido ataque nucleofilico (Bemstein ez al., 1989). También se ha descrito
que muchos ARNm se estabilizan en presencia de inhibidores de la sintesis proteica lo que
ha sugerido dos posibles explicaciones para esta dependencia de la traduccién: a) que las
nucleasas u otros factores involucrados en la degradacién estdn asociados a los ribosomas;
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b) que algin componente de la maquinaria de degradacién es 14bil y requiere 1a sintesis
continua (Brawerman, 1989; Atwater et al., 1990). Con respecto a la regulacién de las
nucleasas responsables de la degradacién de los ARNm se trabaja con dos hipétesis: a) que
existan nucleasas especificas de substrato puedan para un ARNm especifico o grupos de
ARNm; b) que la regulacién ocurra en alguna etapa inicial de una ruta que controle la
accesibilidad de un ARNm especifico a una nucleasa inespecifica (Atwater ez al., 1990).

Al comenzar este capftulo comentdbamos que el objetivo que persegufamos al
administrar glucagén era el de reproducir total o parcialmente los efectos que observdbamos
sobre el sistema de la Fru-2,6-P; después de una hepatectomfa parcial. De manera que, al
menos durante la fase pre-replicativa de la regeneracién hepdtica, pudieran explicarse por
hormonas, neurotransmisores o factores de crecimiento que aumentasen los niveles de
cAMP. Después de analizar los diversos pardmetros podemos decir que, en general, el
glucagén mimetizé los efectos observados sobre el sistema de la Fru-2,6-P; durante la
regeneracién hepdtica. Disminuy6 los niveles de Fru-2,6-P; a través de la fosforilacién del
enzima, a la vez que decreci6 el contenido de enzima bifuncional. Los niveles de ARNmFFK-
2/FBPasa-2 también disminuyeron en paralelo a la inhibicién de la transcripcién del gen.
Todos estos efectos fueron transitorios posiblemente debidos a la rdpida metabolizacién del
glucagén administrado. El tnico pardmetro que no ha reproducido el glucagén es la
estabilidad del ARNm, entrando en contradiccién con los datos de ARNm y velocidad de
transcripcién. El hecho que todos los otros pardmetros se hayan determinado in vivo y sélo
la estabilidad in vitro, junto a la no coincidencia de valores de vida media de algunos ARNm
estimados in vivo con los obtenidos in vitro, nos hace pensar que el sistema in vitro
utilizado no refleja la vida media real del ARNmPFK-2/FBPasa-2_ Otra posible explicacién es
que al parar la transcripcién con actinomicina D estemos creando algin tipo de artefacto
(Atwater er al., 1990), por este motivo seria interesante repetir estos experimentos en
hepatocitos sin bloquear la transcripcién y afiadiendo transitoriamente (a-P32)UTP, estos
experimentos reciben el nombre de Pulse-chase (Brock y Shapiro, 1983a y b). Después,
extraeriamos el ARN marcado a diferentes tiempos y lo hibridarfamos con la sonda que nos
interesase, que estaria unida covalentemente a una membrana y, de este modo, podriamos
seguir la desaparicién del (a-P32)UTP incorporado al ARN. De todas formas el resultado de
estos experimentos hay que relativizarlos también, puesto que habrfa que asumir que la
expresién génica y su regulacién es la misma en el cultivo celular que in vivo (Bucher ez al.,
1990).
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Después de una hepatectomfa parcial el higado comienza a proliferar para restablecer
su masa hepética y su funcionalidad. Aquellas funciones hepdticas que son esenciales para el
organismo ahora se deben de realizar con un 30 % de la masa hepética, por lo que el higado
soporta una sobrecarga funcional. Una de estas funciones es el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa. Para mantener los niveles de glucosa sanguinea, en el higado
remanente, se observa un incremento de la glucogenolisis (Harkness, 1952; Yokoyama et
al., 1953) y de la gluconeogénesis (Katz, 1979), y una disminucién de la glucolisis
(Katz,1979). La actividad gluconeogénica del rifién, otro érgano capaz de sintetizar glucosa,
también aumenta después de una hepatectomia parcial pero su contribucién en el
mantenimiento de la glucosa es bastante inferior (15-29 % a las 24 h post-hepatectomia) y no
se observa en este 6rgano una modificacién del flujo glucolitico (Katz, 1979). Ademds de
los enzimas GK y PEPCK (Katz, 1979), la Fru-2,6-P2 (Rosa et al., 1990) también estd
involucrada en la disminucién del flujo glucolitico y el aumento del gluconeogénico durante
la regeneracién hepdtica. La rdpida disminucién de su concentracién (<1 h) después de una
hepatectomfa parcial sugiere un importante papel modulador de este metabolito en el higado.
La variacién de los niveles de Fru-2,6-P7 involucra a dos ciclos de sustrato. Uno, fructosa
6-fosfato/fructosa 1,6-bisfosfato, directamente debido a que la Fru-2,6-P3 activa a la PFK-1
e inhibe a la FBPasa-1. Otro, piruvato/fosfoenolpiruvato, indirectamente debido a la
variacién de los niveles de fructosa 1,6-bisfosfato que afectan a la actividad L-PK tanto
alostéricamente como por modificacién de su grado de fosforilacién (Fig. 2.3) (Pilkis et al.,
1990). La rdpida fosforilacién e inactivacién del enzima bifuncional PFK-2/FBPasa-2, que
sintetiza y degrada a este metabolito, explicarfa su disminucién. Otros factores como el
descenso del contenido de hexosas 6-fosfato a las 6 h (Fig. 3.3) o el aumento de citrato y
fosfoenolpiruvato a las 24 h (Schofield er al., 1986 y 1987) podrian estar involucrados en la
disminucién de la actividad PFK-2, pero todos estos factores tienen una cinética de aparicién
mids tardia lo que parece indicar que aunque pueden ayudar a mantener los bajos niveles de
Fru-2,6-P, durante la regeneracién hepdtica no son los responsables iniciales de la
disminucién de su contenido. Evidencias cinéticas e inmunolégicas sugieren que el enzima
bifuncional, ademds de regularse por fosforilacion, sustratos y efectores, se regula por algiin
mecanismo post-transcripcional todavia no descrito durante la regeneracién hepética. La
ADP-ribosilacién del enzima podria ser este mecanismo ya que se ha demostrado que la
ADP-ribosilacién de la L-PK ocurre en una de las Arg de la secuencia de reconocimiento por
la protefna quinasa dependiente de cCAMP (-Arg-Arg-X-Ser-X-) (Matsuura et al., 1988). La
ADP-ribosilacién de esta arginina impide la fosforilacién de la serina por la proteina quinasa
dependiente de cAMP (Matsuura et al., 1988). La PFK-2/FBPasa-2 tiene esta secuencia de
reconocimiento en su extremo amino y la ADP-ribosilacién de la arginina podria explicar la
no fosforilacién del enzima por la proteina quinasa dependiente de cAMP (Rosa et al., 1990)
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y €l menor reconocimiento por el anticuerpo Abp, (Fig. 3.16) durante la regeneracién
hepética. Este mecanismo podrfa ser importante en la modulacién de la estructura y funcién
de las protefnas durante este proceso proliferativo, ya que se ha descrito un aumento de la
actividad poli(ADP-ribosa) polimerasa durante la regeneraci6n hep4tica (Alvérez-Gonz4lez y
Ringer, 1988).

Los niveles del enzima bifuncional también se regulan a nivel génico durante la
regeneracién hepdtica (Rosa et al., 1991a). El contenido de ARNmPFK-2/FBPasa-2 ge
modifica de modo que se observa un gran descenso post-hepatectomifa, con un minimo a las
6 h, incrementdndose después de este tiempo por encima de los valores control (m4ximo 48-
60 h) y tendiendo a normalizarse después de este tiempo. Esta variacién correlaciona
bastante bien con la velocidad de transcripcién del gen. La estabilidad del ARNm no se
modificé durante las primeras horas post-hepatectomfa lo que sugiere un papel principal de la
transcripcion génica en el control de la expresién de la PFK-2/FBPasa-2, al menos durante la
fase pre-replicativa de la regeneracién hep4tica.

Muchos de los efectos observados durante las primeras horas post-hepatectomia
podemos reproducirlos in vivo mediante inyecci6n intraperitoneal de glucagén (1 mg/Kg),
indicdndonos el importante pape! de esta hormona sobre el sistema de 1a Fru-2,6-P3 (enzima,
ARNmM, transcripcién) (Fig. 5.1, 5.2 y 5.3). Los estudios de estabilidad de los ARNm de
los enzimas glucoliticos/gluconeogénicos con glucagén y cicloheximida sugieren la
existencia de protefnas modulables por cAMP y/o con un recambio rdpido implicadas en la
regulacién de los niveles de estos ARNm.

Expresién génica

Enzima Insulina  Glucagdbn Glucocorticoides
GK 4 V! —
PFK-1 4 { ?

L-PK f' s Ia P
PFK-2/FBPasa2 ! { }
PEPCK 'y s is
FBPasa-1 4 4
GBPasa-6 ? ? ?

Fig. 6.1. Regulacién de la expresiéon génica de los enzimas glucoliticos/
giuconeogénicos por insulina, glucagén y glucocorticoides.
Adaptada de Granner y Pilkis (1990). t, transcripcién génica; s, estabilidad del ARNm; P,

requerimiento permisivo; 7, no se sabe; -, no cambia.
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Una regulacién coordinada de los enzimas reguladores de la glucolisis y
gluconeogénesis ha sido sugerida por Granner y Pilkis (1990). Es conocida la importancia
de hormonas como el glucagén, la insulina y los glucocorticoides en la regulacién de estos
flujos y precisamente estas hormonas son las que regulan la expresién génica de estos
enzimas (Fig. 6.1). Asf tenemos que la insulina induce la expresién de los enzimas
glucoliticos y el glucagén de los gluconeogénicos. De modo que en situaciones con glucagén
elevado e insulina baja (ej. post-hepatectomia), los enzimas gluconeogénicos se expresarfan
y los glucoliticos se inhibirfan. Nosotros hemos confirmado esta hipétesis durante la fase
pre-replicativa de la regeneracién hepética. Durante la fase replicativa la buena coordinacién
se rompe Yy, asf, mientras los niveles d¢ ARNm de la L-PK permanecen bajos, los de GK se
recuperan y los de la PFK-2/FBPasa-2 y PEPCK estdn incrementados, sugiriendo un papel
mds relevante en esta fase de los glucocorticoides en la activacién de la transcripcién de estos
genes. Teniendo en cuenta lo que es conocido a cerca de la regulacién de estos genes en
otras condiciones fisiol6gicas (revisado por Granner y Pilkis, 1990), sugerimos el siguiente
modelo. El rdpido aumento de los niveles de cAMP que sigue a la hepatectomia parcial (Fig.
2.6; Koide er al., 1978) inducirfa el aumento de los niveles de ARNm de los enzimas
gluconeogénicos y reprimiria el de los enzimas glucoliticos (Granner y Pilkis, 1990). El
descenso en los niveles de insulina (Bucher y Weir, 1976; Leffert ez al., 1979) actuaria en la
expresion de estos genes de una manera similar (Granner y Pilkis, 1990). Sin embargo, el
efecto del incremento de la concentracién de glucocorticoides (Leffert et al., 1979) podria ser
mds restrictivo, rompiendo la buena coordinacién entre los niveles de ARNm de los enzimas
glucoliticos y gluconeogénicos durante la fase replicativa. Por consiguiente, la inducién de
los genes de la PEPCK y la PFK-2/FBPasa-2 podria tener lugar, mientras que el gen de la
L-PK permaneceria inhibido (Granner y Pilkis, 1990). En relacién con esta idea,
recientemente se ha descrito que la subunidad reguladora Ia (RIa) de la proteina quinasa
dependiente de cAMP es el extinguidor especifico de tejido denominado TSE1 localizado en
el cromosoma 17 (Jones et al., 1991; Boshart er al., 1991). Varios autores observaron una
disminucién de la unién entre CREB (proteina que se une al elemento de respuesta a cAMP)
y CRE (elemento de respuesta a cAMP) cuando TSE1 se expresaba. Esta disminucién era
debida a que el extinguidor actia disminuyendo la actividad proteina quinasa dependiente de
cAMP, lo que conlleva una disminucién de la fosforilacién de CREB y, por consiguiente, la
unién de CREB a CRE disminuye (Fig. 6.2) (Gonzélez et al., 1989; Gonzélez y Montminy,
1989; Thayer y Fournier, 1989; Boshart et al., 1990; Ruppert et al., 1990; Boshart et al.,
1991). Durante la regeneracién hepdtica Ekanger er al. (1989) habian descrito una expresién
diferencial de las subunidades de la proteina quinasa dependiente de cAMP, demostrando
que los niveles de ARNm de las subunidades reguladoras Rla y RIla aumentaban a partir de
las 4 h, con un méximo a las 8 h (3-4 veces los niveles control) y permaneciendo elevados a
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las 36 h (2 veces). E1 ARNm de la subunidad catalitica (C) no se modificé. Siguiendo el
aumento de los niveles de ARNm, el contenido proteico de las subunidades reguladoras
aumentd a partir de las 6-8 h, con un mé4ximo entre las 12-18 h y permaneciendo elevados a
las 36 h. Estas subunidades reguladoras podrian interacionar con las subunidades cataliticas
libres, disminuyendo la actividad proteina quinasa dependiente de cAMP y, por lo tanto,
inhibiendo los procesos dependientes de esta actividad. Todos estos datos estarian de
acuerdo con la buena coordinacién de los enzimas glucoliticos/gluconeogénicos durante la
fase pre-replicativa (< 12) antes del aumento de la expresién de Rla que podria reprimir la
expresién génica regulada por CRE durante la fase replicativa.

PKA
N Hormonas R|R Multiples holoenzimas formados por la combinacién
eurolransmisores de vanas subunidades R (Ra, RB, Rla . RIB )
Factores de crecimiento ' ' '
. y C (Ca,CB.Cy)
‘ Las 1soformas Rl son requendas para
CAMP —————» algunas respuestas transcripcionales
La actividad quinasa basal puede ser regulada
@ por Ra

Citoplasma
/‘ Nucleo t 7
. Dimenizactén con
@ — - olras protelnas como
& -—-=| ATF-1y CREM

.L Posibles interaciones positivas o
ADN TGAOGTCA negativas con secuenciasde otros promotores

Secuencia CRE Las secuencias flanqueantes determinan

1 la actividad individual de la secuencia CRE
(]

Transcripcién

Fig. 6.2. Regulacién de la transcripcién por cAMP,

Adaptada de Lee (1991). El aumento de cAMP intracelular produce la disociacién de las subunidades
cataliticas (C) y reguladoras (R) de la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) en el citoplasma. Las
subunidades cataliticas translocan al niicleo y activan 1a protefna que se une al elemento de respuesta a cAMP
(CREB) por fosforilacién. Entonces, CREB activa la transcripcién por interaccion directa con la secuencia que
responde a cAMP (CRE) (contienen la secuencia: -TGACGTCA-) en los promotores. Algunos de los factores
que modulan este proceso se indican en las cajas. ATF, factor activante de la transcripcién; CREM,

modulador del elemento de respuesta a cAMP,
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Los estudios realizados implican al ciclo de sustrato fructosa 6-fosfato/fructosa 1,6-
bisfosfato, a través de la Fru-2,6-P2, como una etapa importante en el control del flujo
glucolitico/gluconeogénico durante la regeneracién hepética. La compleja regulacién de la
expresiéon y modulacién del enzima PFK-2/FBPasa-2 también lo sugiere. Estudios
posteriores son necesarios para explicar las hipétesis que se han ido sugeriendo: ;se ADP-
ribosila la PFK-2/FBPasa-2?; ;explicarfa esta ADP-ribosilacién los efectos encontrados?;
(puede ser la ADP-ribosilacién un mecanismo de modulacién de los enzimas
glucoliticos/gluconeogénicos durante procesos proliferativos?; ;qué elementos estdn
regulados por cAMP en la expresién de la PFK-2/FBPasa-2?; ;qué protefnas estdn
involucradas en la estabilidad de los ARNm?; etc.
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1) La concentracién de Fru-2,6-P2 disminuye rdpidamente (minimo valor a 1 h)
como consecuencia de una hepatectomia de un =70 %, incrementdndose después de 24 h,
sin llegar a recuperarse a los 7 dias, cuando la masa hepética estd restablecida. Los bajos
niveles de Fru-2,6-P; correlacionan con el aumento de la gluconeogénesis y 1a disminucién
de la glucolisis, sugiriendo que el ciclo de sustrato fructosa 6-fosfato/fructosa 1,6-bisfosfato
estd involucrado en la regulacién de la glucolisis/gluconeogénesis durante la regeneracién
hepética.

2) En paralelo con la disminucién de la concentracién de Fru-2,6-P, el contenido de
glucégeno también decreci6, pero con una cinética més lenta (minimo valor a las 6 h). Su
recuperacién fue mds rdpida que la de la Fru-2,6-P2 (76 y 40 %, respectivamente, a los 7
dias), lo que sugiere que la glucogenogénesis puede estar sostenida mediante la ruta
indirecta, siendo la mayor parte del glucégeno que se deposita de origen gluconeogénico.

3) En los animales laparotomizados se observa una disminucién inicial, pero menos
pronunciada que en los hepatectomizados, del contenido de Fru-2,6-P2 y glucégeno,
reestableciéndose a valores control a las 6 h y 24 h, respectivamente. Estos datos sugieren
que durante las primeras horas del estrés quirirgico la degradacién del glucégeno podria
producir la recuperacién de los niveles de Fru-2,6-P2, al suministrar fructosa 6-fosfato para
su sintesis. La recuperacién del contenido de glucdgeno se produce durante el periodo de
realimentacién de los animales (después de 12 h) y en presencia de elevados niveles de Fru-
2,6-P7 lo que parece indicar que la via directa est4 prevaleciendo en esta recuperacion.

4) El enzima bifuncional, PFK-2/FBPasa-2, se fosforila rdpidamente (<1 h),
disminuyendo su actividad quinasa y aumentando la bisfosfatasa. Esta fosforilacién es
transitoria, restableciéndose a niveles control a las 24 h. La actividad PFK-2 total también
disminuyé, recuperdndose a los 10 dias. La rdpida fosforilacién del enzima podria explicar el
rdpido descenso de los niveles de Fru-2,6-P2. En el mantenimiento de los bajos niveles de
Fru-2,6-P, después de la desfosforilacién del enzima podrian estar involucrados diversos
factores tales como la disminucién de la actividad PFK-2 total y el aumento del contenido de
moduladores negativos, citrato y fosfoenolpiruvato.

5) El enzima PFK-2/FBPasa-2 presenta durante la regeneracion hepdtica unas
propiedades cinéticas (incubaciones con glicerol 3-fosfato y con la subunidad catalitica de la
proteina quinasa dependiente de cAMP) e inmunolégicas (Abp y Aby) diferentes a las
presentes en el higado normal, siendo sus pesos moleculares y sus comportamientos
cromatogréficos similares.
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6) Durante la regeneracién hepdtica el ARNmPFK-2/FBPasa-2 gye se expresa es el
especifico de higado. Esta conclusién junto a la 4 sugiere que el enzima bifuncional sufre
alguna modificacién post-transcripcional ain no descrita durante el proceso proliferativo.

7) Los niveles de ARNmFPFK-2/FBPasa-2 est4n modulados durante la regeneracién
hepdtica, observdndose una disminucién durante la fase prereplicativa (<12-16 h) y un
incremento en la replicativa (> 16 h).

8) Las variaciones en los niveles de ARNmPFK-2/FBPasa-2 correlacionan con las
velocidades de transcripcién del gen determinadas, lo que sugiere un importante papel de la
transcripcién en la regulacién de los niveles de ARNmPFK-2FBPasa-Z durante la regeneracién
hepdtica.

9) Los hepatocitos aislados de higados de rata, obtenidos dos horas después de una
hepatectomia parcial, no mostraron una modificacién de la estabilidad de]l ARNmPFK-
2/FBPasa-2 comparados con los hepatocitos de higados normales.

10) Se observa una regulacién coordinada de la expresién génica de los enzimas
reguladores de la glucolisis/gluconeogénesis durante la fase prereplicativa de la regeneracién
hepitica, que se correlaciona con las actividades enzimdticas descritas. Asf, mientras los
niveles de los ARNm de la GK, L-PK y PFK-2/FBPasa-2 disminuyen, los de la PEPCK
aumentan. Durante la fase replicativa, esta buena coordinacién se rompe y se observan
elevados niveles de PFK-2/FBPasa-2 y PEPCK, mientras que los de la L-PK permanecen
bajos y los de GK se recuperan. Los niveles del ARNm de la FBPasa-1 no se modificaron
durante todo el proceso proliferativo.

11) El estrés quinirgico y anestésico produjo variaciones en los niveles de los ARNm
de los enzimas glucoliticos/gluconeogénicos anteriores, aunque estas variaciones fueron
mucho menos pronunciadas que las observadas post-hepatectomia, normalizdndose hacia las
24 h.

12) Durante la regeneracién hepdtica se observa una elevada velocidad de
transcripcién del gen de la PEPCK. Este hecho junto con la estabilidad descrita de su ARNm
en presencia de cAMP, pueden justificar los elevados niveles de ARNm de la PEPCK
encontrados.
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13) El glucagén mimetizé transitoriamente muchos de los efectos de la hepatectomia
parcial sobre el sistema de la Fru-2,6-P3. Disminuyé el contenido de Fru-2,6-P;, la
actividad PFK-2 activa y total, los niveles de ARNm y la transcripcién del gen.

14) La falta de correlacién entre las vidas medias esperadas de los ARNm in vivo con
los datos econtrados in vitro nos hacen pensar que el sistema in vitro (hepatocitos en cultivo
o suspensidn) no refleje la vida media real de los ARNm.

15) Los estudios en suspensién de hepatocitos con actinomicina D en presencia de
glucagén y/o cicloheximida parecen involucrar a proteinas de recambio répido, y
modificables por un proceso dependiente de glucagén (probablemente via cAMP), en la
estabilidad de los ARNm de los enzimas glucoliticos y gluconeogénicos.
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