Modulacién del metabolismo
del glicerol en tejido adiposo
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RESUMEN

En el presente estudio hemos determinado la influencia de variaciones de glicerol
y glucosa sobre la metabolizacién del propio glicerol por el tejido adiposo de rata in-
cubado in vitro. Con esta finalidad hemos incubado trozos de epididimo graso de ratas
alimentadas en medio de Krebs-Ringer-bicarbonato conteniendo albimina bovina puri-
ficada y glicerol-1-C*. A distintos tiempos de incubacion se han valorado las variaciones
en la actividad especifica del trazador, para llegar a expresar los datos en unidades de
velocidad, en funcién del glicerol no radiactivo que sale al medio de incubacién via
lipolisis y del que es remetabolizado por el propio tejido. Un aumento en la concentra-
cion de glicerol en el medio de incubacién produce un aumento de las velocidades de
sintesis de CO, y glicerol de glicéridos a partir del mismo substrato. La glucosa produ-
ce un aumento de las velocidades de sintesis de CO, y &4cidos grasos a partir de gli-
cerol, pero inhibe su conversion a glicerol de glicéridos. Los resultados se estudian en
funcidn de los efectos competitivos de la glucosa y el glicerol para la sintesis de =-gli-
cerofosfato y la necesidad de la glucosa para la lipogénesis a partir de glicerol en te-
jido adiposo, como fuente energética para la sintesis de ATP y de coenzimas reducidos
para la sintesis de dcidos grasos.
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INTRODUCCION

Desde que en 1957 Wieland y Suyter ' indicaron la ausencia de glicero-
quinasa (EC 2,7,1,30) en tejido adiposo, se venia asumiendo que este tejido
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estaba incapacitado para metabolizar el glicerol. De hecho, en los trabajos de
esos aflos, en los que se utilizaba como trazador glicerol-C'* de baja actividad
especifica, se demuestra la dificultad de lograr una captacién apreciable de
este metabolito por el tejido adiposo incubado in vitro . Diez afios més tarde,
Robinson y Newsholme utilizan un método radioquimico muy sensible * y de-
muestran que el enzima estd presente en este tejido, aunque concluyen que su
actividad es baja y no justificaria una considerable capacidad para metaboli-
zar el glicerol. En 1970 demostramos que trozos de tejido adiposo de rata in-
cubados in vitro en presencia de glicerol-C'* de alta actividad especifica llegan
a utilizar hasta un 20 % de la radiactividad inicial para la formacién de CO, y
lipidos (preferentemente, glicerol de glicéridos) . Consideramos que este por-
centaje de captacién de glicerol serfa atin mayor si corregiamos la actividad
especifica del trazador por su continua dilucién, producida por el glicerol no
radiactivo que continuamente sale al medio de incubacién via lipélisis. Un ana-
lisis matematico de nuestro modelo experimental nos permitié llegar a calcular
las verdaderas velocidades de metabolizacién del glicerol por el tejido ®, demos-
trando luego que éstas son afectadas por numerosos factores, como la concen-
tracidon de albimina en el medio ¢, el estado alimenticio de los animales de donde
procedian los tejidos °, la situacién tiroidea de aquéllos 7, la presencia de hor-
monas o farmacos de accidn lipolitica o antilipolitica **, etc.

En el presente trabajo nos proponemos revisar nuestros resultados sobre
la cinética del glicerol en tejido adiposo y algunos de los factores que la afec-
tan, con especial atencidén de la glucosa, ya que este metabolito es el principal
carburante metabdlico en dicho tejido, y l6gicamente ha de influir muy inten-
samente en la capacidad del mismo para utilizar glicerol.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la raza Wistar, de un peso entre 171-195 g,
procedentes de nuestro criadero y alimentadas ad libitum con la dieta normal
del mismo. Los animales se sacrificaron mediante fractura cervical y se dise-
caron los epididimos grasos. Cuatro trozos de los dos epididimos grasos de
cada animal se colocaron en 0,5 ml de Krebs-Ringer-bicarbonato **, pH 7,4,
suplementado con albimina bovina (20 mg/ml), purificada por el método de
Chen '?, y cantidades distintas de glucosa o glicerol. Al tiempo O, se afiadieron
a cada vial 0,5 ml de Krebs-Ringer-bicarbonato conteniendo 0,5 pCi de glicerol-
1-"C (10 pM), después de lo cual los viales se taparon y gasearon con O,/CO,
(95/5 %), incubandose a 37° C y agitacién de 100 ciclos/min, en un bafo agi-
tador Dubnoff. Las incubaciones se detuvieron mediante la adicién de HCIO,
y el CO, de cada muestra se recogié en hidréxido de hiamina (10X) mediante
agitacién suave a la temperatura ambiente durante 60 min * °, Los medios se
procesaron ® y en ellos se determind la concentracién de glicerol por método
enzimatico '*. Los lipidos se extrajeron de los tejidos ** al final de la incuba-
cién y fueron purificados y fraccionados de la forma ya descrita * ¢. Los datos
se procesaron ® usando un calculador electrénico (Compucorp-445).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizacién de glicerol en funcion de la concentracion
del substrato

Incubamos in vitro trozos de epididimo graso de ratas alimentadas, en
presencia de glicerol-1-*C y distintas concentraciones de glicerol frio, durante
30, 60, 120 6 180 min, al cabo de lo cual se determind la velocidad de utili-
zacién del glicerol para la formacién de CO, y glicerol de glicéridos, de la
forma ya descrita * °. Como puede observarse en la figura 16-1, el aumento en
la concentracién de glicerol en el medio de incubacién produce un aumento
en las velocidades de su degradacién a CO, (fig. 16-1A) y su transformacién
en glicerol de glicéridos (fig. 16-1B). Estos efectos son proporcionales a la con-
centracién de glicerol en el medio, siendo las correspondientes Km para ambos
pardmetros 14 pM en el caso de la sintesis de glicerol de glicéridos y 13 pM en
el de la formacién de CO,. Estos valores son muy inferiores a la concentracién
de glicerol en sangre de la rata in vivo ¥ y permiten sugerir que variaciones
en los niveles circulantes de glicerol no influyen de forma sensible en la ca-
pacidad del tejido adiposo para su metabolizacién.

Efecto de la glucosa sobre la metabolizacién del glicerol

Nos interesé determinar los efectos de la glucosa sobre estos pardmetros,
ya que este metabolito, principal carburante energético para el tejido adiposo,
podria afectar la metabolizacién del glicerol por el tejido de dos formas sustan-
cialmente opuestas: @) produciendo a-glicerofosfato derivado de la glucdlisis,
y de esta forma, compitiendo con el glicerol para la esterificacién de 4cidos
grasos; b) aportando ATP para la fosforilacidén del glicerol. Por el primer pro-
cedimiento, la glucosa originaria una disminucién de la utilizacién del glicerol
por el tejido, mientras que por el segundo un aumento.

Como puede observarse en la figura 16-2, la presencia de glucosa en el
medio de incubacién produce un aumento de la produccién de CO, y sintesis
de 4cidos grasos a partir de glicerol. El efecto de la glucosa aumentando la
metabolizacién del glicerol hasta CO, es funcién de la concentracién de aquélla
en el medio (fig. 16-2A), y el mecanismo podria explicarse por un aporte de
ATP al tejido, que permite la fosforilizacién del glicerol. Esta interpretacién
concuerda con nuestros recientes hallazgos de que el efecto de la glucosa sobre
la formacién de CO, a partir de glicerol en tejido adiposo disminuye en pre-
sencia de inhibidores metabdlicos tales como la oligomicina y la 2-p-desoxiglu-
cosa '®, La glucosa aumenta también la sintesis de dcidos grasos a partir de gli-
cerol (fig. 16-2B), sin embargo, este efecto no es proporcional a la concentra-
cién de glucosa. Asi, en ausencia de glucosa o en presencia de concentraciones
de 1 mM de este metabolito, la lipogénesis a partir de glicerol es nula o casi
inapreciable, mientras que concentraciones de 5 y 15 mM originan una intensa
activacién del pardmetro, que es similar para ambas concentraciones. Estos
resultados nos hacen sugerir que en lo que se refiere a la lipogénesis, la glu-
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Fig. 16-1. Efecto de distintas concentraciones del substrato (Glic) sobre las velocida-
des (v) de sintesis de CO, (A) y glicerol de glicéridos (B) a partir de glicerol por tro-
zos de epididimo graso de rata incubados in vitro. Los datos se han calculado en fun-
cién de la dilucion isotépica del trazador (glicerol-1-**C) por el glicerol no radiactivo
liberado al medio a distintos tiempos de incubacién, de la forma ya descrita > ®,
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Fig. 16-2. Efecto de la glucosa (Gluc) sobre las velocidades (v) de sintesis de CO, (A)

y acidos grasos (B} a partir de glicerol por trozos de epididimo graso de rata incubados

in vitro. Las datos se han calculado en funci6n de la dilucién isotépica del trazador

(gliceroi-1-1*C) por el glicerol no radiactivo liberado al medio a distintos tiempos de
incubacién, de la forma ya descrita * ®.
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Fig. 16-3. Efecto de la glucosa {Gluc) sobre las velocidades (v) de sintesis de glicerol

de glicéridos a partir de glicerol y de lipélisis por trozos de epididimo graso de rata

incubados in vitro. Los datos se han calculado en funcién de la dilucion isotépica del

trazador (glicerol-1-14C) por el glicerol no radiactivo liberado al medio a distintos tiem-
pos de incubacién, de la forma ya descrita * ®.
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cosa estd aportando no solamente ATP para la fosforilacién del glicerol, sino
también permite la formacién del NADPH necesario para la sintesis de acidos
grasos, a través de su descarboxilacién directa por la derivacién de las hexosas
monofosfato.

De forma contraria al efecto de la glucosa sobre la formacién de CO, y
4cidos grasos a partir de glicerol, la sintesis de glicerol de glicéridos a partir
del mismo substrato es inhibida por la glucosa (fig. 16-3A). El efecto es pro-
porcional a la concentracién de glucosa en el medio de incubacién y podria ser
interpretado como el resultado de la competencia entre la glucosa y el glicerol
para la formacién del a-glicerofosfato que se utiliza en la esterificacién de los
acidos grasos. De ser correcta esta interpretacidon, hemos de recurrir a conside-
rar la posibilidad de la existencia de, al menos, dos pools de a-glicerofosfato
en el adipocito: uno, el que es utilizado para la formacién de CO, y 4cidos
grasos a partir de glicerol, en el que la glucosa no compite con el glicerol sino
que, al contrario, facilita su metabolizacién; otro, el que es utilizado para la
esterificacién de los 4dcidos grasos, en el cual ambos metabolitos (glucosa y gli-
cerol) compiten mutuamente.

Para lograr un panorama completo del efecto de la glucosa sobre el me-
tabolito del glicerol en tejido adiposo, hemos de considerar también su papel
en la actividad lipolitica. En la figura 16-3B se observa cémo la glucosa esti-
mula la liberacién de glicerol por el tejido adiposo incubado in vitro, y el efecto
es proporcional a la concentracién de glucosa en el medio. Este efecto lipoli-
tico de la glucosa puede también haber sido inducido por dos mecanismos com-
plementarios. En primer lugar, al ser la glucosa el carburante metabdlico prin-
cipal en el tejido adiposo, facilita la formacién de ATP, el cual es activador
de la lipasa de triglicéridos dependiente de hormonas '". En segundo lugar,
aunque la glucosa hemos visto aqui que inhibe la formacién de glicerol de gli-
céridos a partir de glicerol, hemos demostrado anteriormente '* que la glucosa
aumenta significativamente la esterificaciéon de dcidos grasos en el tejido. Este
efecto produce una disminucién intracelular de 4cidos grasos libres, los cuales
son inhibidores de la lipdlisis. En consecuencia, al producir la glucosa este
efecto, estd disminuyendo la concentracién de inhibidores de la lipdlisis, por
lo que no sorprende su efecto estimulando esta via metabélica. Nuestros re-
sultados no permiten determinar cual de estos mecanismos contribuye mds efi-
cazmente a los fenémenos observados, y es necesario un mayor aporte experi-
mental para lograr una evaluacién més cuantitativa de estos efectos.

CONSIDERACIONES FINALES

Como continuacién del presente estudio, hemos determinado los efectos
de la insulina y la adrenalina sobre el metabolismo del glicerol en tejido adi-
poso, en presencia y en ausencia de glucosa. Los datos se han publicado recien-
temente '°, y demuestran que estos factores hormonales de efectos antilipoliti-
cos y lipoliticos también afectan la utilizacién del glicerol por el tejido, hacién-
dolo para determinados pardmetros de forma directa e independiente a la glu-
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cosa (p. €j., la formacién de CO,), y para otros de forma indirecta, a través de
sus respectivas acciones sobre el metabolismo de la glucosa (éste es el caso
de la sintesis de 4cidos grasos a partir de glicerol).

Por dltimo, con los datos aqui presentados y nuestras anteriores contri-
buciones al tema en distintas situaciones experimentales, hemos podido obser-
var que no existe relacién directa entre la actividad lipolitica del tejido adi-
poso vy su capacidad de utilizacién de glicerol, lo que nos permite sugerir que
ambas vias metabdlicas son independientes entre si y las dos han de tenerse
en consideracién para comprender totalmente el efecto de cualquier factor sobre
el metabolismo de este tejido.
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