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ABREVIATURAS
BT o 0 5 2 e e s e acil CoA: colesterol aciltransferasa
ACTH ............. corticotropina
ADH .ossimussnsmans alcohol deshidrogenasa
AdoMet ............ S-adenosilmetionina
ADP ccsvsvssnsasnss adenosina difosfato
ALDH ............. acetaldehido deshidrogenasa
AMP .acnnansnvssns adenosina monofosfato
AMPE .iiicsaswisnns AMP ciclico
BPBR wwwrssmrywwss apolipoproteina A
ATP .icavvssnananna adenosina trifosfato
CDP............... citidina difosfato
COA swuvsasasanmnns coenzima A
CPT ............... carnitina palmitoiltransferasa
CIP ccusssnvsanmvan citidina trifosfato
DG ............... diacilglicéridos
(i K ¥ ¢ | P desintegraciones por minuto
EDTA ............. acido etilendiammino teraacético
BGTA .::iiisasians acido etilenglicol-bis(B-aminoetileter) N,N,N,N -tetraacético
HDL .............. lipoproteina de alta densidad
HMG-CoA .......... 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
i inositol trisfosfato
LCAT sccicunvisaus lecitina: colesterol aciltransferasa
IDL............... lipoproteina de baja densidad
IPL: icvsncaunausanns lipoproteina lipasa
MEOS ............. sistema de oxidacién microsomal del etanol
NMAD" c:covsunsnaanss nicotinamida adenina dinucle6tido (oxidado)
NADH ............. nicotinamida adenina dinucledtido (reducido)
NADP* . . icuvwsaanss nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (oxidado)
NAPH osersnsmuna nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (reducido)
NN-PE ............. fosfatidil-NN-dimetiletanolamina
NPE .covnvnvrusanna fosfatidil-N-monometiletanolamina
PC................ fosfatidilcolina
PE cosvissssasnmasa fosfatidiletanolamina
ortofosfato inorganico
PIL ssvassnennnamanisn fosfatidilinositol
PIP ............... fosfatidilinositol 4-fosfato
PIP, sosssnncannunan fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
PP, . .ccoeecenansnan pirofosfato inorganico
PR crcnussssnmanismn fosfatidilserina
TR e o e 6 s o e revoluciones por minuto
SEM: ..cvivsssvics error estandar de la medida
p [ triacilglicéridos
Tris ..., tris(hidroximetil)-aminometano
TOH .usessssasnsonas tirotropina
WdMs wursemnrsenne lipoproteina de muy baja densidad
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Introduccion

I. METABOLISMO DEL ETANOL

El alcoholismo supone un problema social y de salud piblica. El consumo
cronico de alcohol esta asociado a numerosos procesos degenerativos e inflamatorios en
distintos Organos, tales como higado, cerebro, corazén, masculo esquelético, pancreas y

tracto gastrointestinal.

Los mecanismos patogénicos implicados en estas alteraciones atn no han
sido aclarados. Existen pruebas de que el etanol penetra ficilmente en las membranas
bioldgicas produciendo cambios en ellas y afectando de esta forma a la funcién de la
mayoria de los 6rganos. Sin embargo, también son importantes los metabolitos que se

originan como consecuencia de la oxidacion del etanol.

1.1. SISTEMAS DE OXIDACION DEL ETANOL

La mayor parte del alcohol ingerido es metabolizado en el higado (80-95%).
El resto se oxida en otros tejidos como rifién, misculo, mucosa estomacal e intestino,
tejido nervioso central y periférico, 6rganos genitales, glandulas adrenales y pancreas (Von
Wartburg and Biihler, 1984), o se elimina sin transformar, fundamentalmente a través de

pulmones y rifiones.



Introduccion

El hepatocito presenta tres vias principales para metabolizar el etanol,
localizadas en compartimentos celulares diferentes. La alcohol deshidrogenasa (ADH)
citosodlica, el sistema de oxidacion microsomal del etanol (MEOS) localizado en el reticulo

endoplasmatico y la catalasa residente en los peroxisomas.

Por cualquiera de estas tres vias el etanol se metaboliza a acetaldehido, el

cual por accion de la acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) se convierte en acetato (Figura

1).

H,0, 2 H,0
CATALASA

ADH ALDH
Etanol P » Acetaldehido P —» Acetato

NAD* NADH + H'

NADPH + H' NADP*

FIGURA 1.-Metabolismo del etanol.
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[.1.1. Alcohol deshidrogenasa (ADH)

Cuando el etanol se administra a bajas concentraciones, o su ingestion es
moderada, la ADH (EC 1.1.1.1) es la via més importante implicada en su oxidacion,

contribuyendo en un 90% o mas a la oxidacion de etanol a acetaldehido. Esta enzima est4

localizada en el citosol o fraccién soluble de la célula.

La ADH es una enzima polimoérfica, habiéndose demostrado la existencia
de diversas isoenzimas. En humanos las isoenzimas de la ADH se han agrupado en tres

clases (I, ILIIT) de acuerdo con sus propiedades funcionales y fisico-quimicas (Vallee and
Bazzone,1983).

Julia et al. (1987) han demostrado que en ratas también existen isoenzimas
de la ADH denominadas 1,2,3, las cuales estan irregularmente distribuidas en 6rganos y
tejidos. La ADH-1 (analoga a la ADH-II humana) esta presente en el estdbmago, pulmén,
mucosa nasal, auditiva y bucal, cdrnea, es6fago y 6rganos genitales; la ADH-2 (similar a
la ADH-III humana) se ha detectado en todos los érganos estudiados, y la ADH-3 (analoga

a la ADH-I humana) se localiza principalmente en el higado. Esta dltima ha sido la

isoenzima mas estudiada en ratas.

Las tres isoenzimas de la ADH de rata muestran diferentes caracteristicas
cinéticas asi como de sensibilidad a determinados inhibidores, generalmente pirazol y sus
derivados. La ADH-3 presenta una amplia especificidad de sustratos, una baja Km para
el etanol (Km=1,4mM) y una alta sensibilidad a la inhibicién por pirazol. La ADH-2
puede usar eficientemente tan sélo alcoholes de cadena larga, presenta una Km muy
elevada para el etanol, de hecho no puede ser saturada por concentraciones molares de
etanol, y no es inhibida practicamente por el pirazol. La ADH-1 presenta valores

intermedios de Km (Km=5M) y a pH 10 muestra una sensibilidad media al pirazol.

4
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Como se deduce de la Figura 1, durante la oxidacién del etanol aumenta
drasticamente en el citoplasma hepatico la relacion NADH/NAD", este incremento en el
poder reductor provoca numerosas alteraciones en el metabolismo lipidico y glucidico

(Lieber and Savolainen, 1984).

Son dos las hipotesis propuestas para explicar qué factores regulan el
metabolismo del etanol dependiente de la ADH. La primera es la de Dawson (1983), que
propuso que la actividad ADH se encontraba limitada por "el aporte adecuado de NAD*",
requiriendo por tanto de un sistema de lanzadera capaz de movilizar los equivalentes de
reduccion, NADH, que se producen en el citosol, desde el citosol a la mitocondria para
ser de nuevo oxidados y reutilizados por la ADH. Crow, en el mismo ano, rebatid esta
hipétesis, indicando que, si bien se supone que la disminucion en la relacién NAD*/NADH
en el higado durante el metabolismo del etanol puede producir una disminucién
significativa del NAD" libre citosélico, ésta disminucién no afecta a la actividad ADH.
Este postulado se basa en que existe una gran diferencia de concentracion entre las formas
oxidadas y reducidas de este coenzima. En ausencia de etanol, los niveles de NAD" libres
citosolicos son aproximadamente 1000 veces superiores a los de NADH (Williamson et
al., 1967; Veech et al., 1972), y en presencia de etanol los niveles de NAD* descienden,
siendo tan s6lo 250-300 veces superiores a los de NADH. En presencia de etanol el
NADH libre citosdlico se incrementa por un factor de 3 6 4. Sin embargo la
correspondiente disminucién en NAD" es inapreciable. Crow (1983) concluye que el
incremento en NADH libre seria suficiente para ejercer algin efecto inhibidor sobre la
enzima (Cornell et al., 1979), pero la disminucién del NAD* libre no tendria un efecto
importante sobre la actividad ADH. Este hecho llevé a Crow a proponer que el control en

la oxidaci6n del etanol viene determinado por los niveles de actividad de la ADH.

El pirazol y su derivado metilado en posicioén 4 han sido utilizados in vitro
e in vivo como inhibidores de la ADH y del metabolismo del etanol (Theorell and
Yonetani, 1969; Li and Theorell, 1969; Reynier, 1969), bloqueando los efectos

dependientes de la oxidacion del etanol.
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1.1.2.Acetaldehido deshidrogenasa (ALDH)

La conversion de acetaldehido a acetato en el higado es catalizada por la
ALDH (EC 1.2.1.3) en presencia de NAD’, siendo ésta la ruta principal de eliminacién de

acetaldehido.

En ratas y mamiferos se han reconocido dos grupos claramente diferenciados
de ALDH en base a sus constantes de Michaelis (grupos de baja y de alta Km).
Recientemente, se ha indicado que las ALDH de varios mamiferos pueden dividirse en tres
clases distintas (Clases 1, 2 y 3) (Weiner and Flynn, 1989). Los miembros de la clase 1
son ALDH citoplasmaticas, los miembros de la clase 2 son ALDH mitocondriales y los
miembros de la clase 3 son ALDH citoplasmaticas inducibles por tumores especificos.
Generalmente, se adjudica a la isoenzima de baja Km (ALDH-2) una localizacién
preferentemente mitocondrial mientras que las otras isoenzimas se hallan localizadas en

el citosol (Meier-Tackmann et al., 1988).

Es importante desde el punto de vista fisiologico el grado de oxidacién del
acetaldehido, ya que muchos de los efectos téxicos directos del alcohol y muchas de las
alteraciones fisiologicas relacionadas con el alcohol han sido atribuidas al acetaldehido mas
que al etanol en si mismo (Salaspuro and Lindros, 1985). El acetaldehido es un producto
téxico que presenta una capacidad de unién covalente a una gran variedad de proteinas,
tales como hemoglobina (Hoberman, 1980; Stevens et al., 1981), albimina (Donohue et
al., 1983), tubulina (Tuma et al., 1987), proteinas microsomales de higado (Nomura and
Lieber, 1981) y enzimas dependientes de lisina (Mauch et al., 1986), alterando de este
modo la funcién y la estructura del higado. Asi, a causa de su uni6n con la tubulina, el
acetaldehido disminuye la polimerizacién de los microtdbulos alterando la secrecién de
proteinas y favoreciendo su retencion. Esto se asoci6 con el aumento de volumen de los

hepatocitos. También el acetaldehido, directamente o por unién con el glutation, favorece

6
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la peroxidacién de los lipidos. Varias funciones mitocondriales se encuentran también
alteradas, particularmente después del consumo crénico de alcohol el cual sensibiliza a la
mitocondria a los efectos adversos del acetaldehido. El acetaldehido, al dafar a la
mitocondria, puede reducir el nivel de actividad de la ALDH, debido a que la reoxidacion
de NADH producido del NAD" durante la oxidacion del etanol ocurre principalmente en
la mitocondria. Por esto cualquier cambio en el potencial redox intracelular puede producir
profundas consecuencias metabdlicas (Hsu et al., 1985; Matsuzaki and Lieber, 1977). Los
notables cambios estructurales de la mitocondria estan asociados con correspondientes
anormalidades funcionales que incluyen una capacidad disminuida de oxidar acidos grasos

produciendo como consecuencia una deposicion grasa en el higado (Hsu et al., 1985).

Otra consecuencia adversa debida al acetaldehido, se produce cuando los
aductos acetaldehido-proteina estimulan la produccion de anticuerpos dirigidos contra el
acetaldehido (Israel et al., 1986; Hoerner et al., 1986). Esta respuesta inmune puede

contribuir a agravar o perpetuar el dafo hepatico inducido por el alcohol.

Algunos efectos del acetaldehido, sin embargo, pueden considerarse como
beneficiosos, tales como la estimulacion de la liberacién de prostaciclina vascular, la cual
podria participar en el efecto "protector" del consumo moderado de alcohol contra al gunas

complicaciones cardiovasculares.

I.1.3. Sistema de oxidacién microsomal del etanol (MEOS)

La observacion en ratas (Iseri et al., 1964; 1966) y en humanos (Lane and
Lieber, 1966) de que el consumo crénico de etanol estaba asociado con una proliferacién
del reticulo endoplasmético sugirié que los microsomas de higado podrian constituir un
lugar para un sistema distinto y adaptativo de oxidacion del etanol. Tal sistema también

se demostré in vitro y se denomind sistema de oxidacién microsomal del etanol (Lieber
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and DeCarli, 1968; 1970).

Otros hallazgos también sustentan el papel del MEOS en el metabolismo del
etanol in vivo, como son la incompleta inhibicién del metabolismo del etanol usando
inhibidores de la ADH (Lieber and DeCarli, 1970), y purificacién de componentes
microsomales que aunque carentes de actividad ADH o catalasa tienen capacidad para la

metabolizacion del etanol (Teschke et al., 1972; 1974).

El MEOS oxida el etanol a acetaldehido, utilizando NADPH como cofactor
en presencia de oxigeno. La reaccién se esquematiza en la Figura 2. Como se observa

cuando el etanol es oxidado por el MEOS, los productos formados son NADP*, HOy

acetaldehido.
Fosfolipidos
§A1?+PH oxidado reducido Etanol
v
0,
NADPH-
Citocromo P-450 Cizrs":“'
reductasa
H,0
NADP* reducido oxidado Acetaldehido

FIGURA 2.-Esquema de los componentes esenciales del MEOS.

Lieber et al., indicaron que en el sistema MEOS estaba implicado un
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citocromo P, dependiente del sistema monooxigenasa (Figura 2). Esta propuesta origind
un amplio debate que finalmente lleg a resolverse tras: a) el aislamiento de una fraccién
microsomal de higado que contenia citocromo P, la cual, aunque carente de actividad
ADH o catalasa, ain podria oxidar al etanol asi como a alcoholes alifaticos (por ejemplo
el butanol, el cual no es un substrato de la catalasa) (Teschke et al., 1972; 1974; Mezey
et al.,, 1973); b) la reconstitucion del sistema MEOS usando NADPH-citocromo P,
reductasa, fosfolipidos y citocromo P,5, microsomal parcial o altamente purificado de ratas
no tratadas (Ohnishi and Lieber, 1977) o tratadas con fenobarbital (Miwa et al., 1978); y
c) la observacion de que el consumo crénico de etanol estaba asociado con la induccién
de una forma especifica del citocromo P, y el aislamiento de este citocromo P,y
inducible por el etanol y otros xenobidticos tales como acetona, isoniazida, imidazol,
pirazol... (Ohnishi and Lieber, 1977; Koop et al., 1985; Thomas et al., 1987), denominada
P sol1EL, con una alta afinidad por el etanol en ratas (Ohnishi and Lieber, 1977), en conejos

(Koop et al., 1982) e incluso en humanos (Wrighton et al., 1986).

El citocromo P IIEI, desempefia un papel importante en la toxicidad de
agentes tales como acetaminofeno, N-nitrosodimetilamina, y tetracloruro de carbono
(Kubota et al., 1988), particularmente después del consumo crénico de etanol (Lieber,
1982), debido a que son metabolizados por esta isoenzima del citocromo P,

En higado de ratas, el MEOS posee una Km aparente mas alta (7-11 mM)
para el alcohol que la ADH (Lieber, 1982; Mezey, 1981). Este elevado valor de Km
sugiere que la enzima seria activa in vivo s6lo a altas concentraciones de etanol,
contribuyendo a su oxidacion cuando los niveles de alcohol en sangre son elevados.
Trabajos recientes sugieren que el MEOS metaboliza in vivo altas concentraciones de

etanol en ratones carentes de ADH (Shigeta et al., 1984).

Para cuantificar la contribucién de las diversas rutas metabélicas se examind
la oxidacion del etanol en hepatocitos aislados de raton-ciervo en presencia o ausencia de

4-metilpirazol (Tagaki et al., 1985). El 4-metilpirazol redujo significativamente la
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oxidacion del etanol tanto en hepatocitos ADH* como en hepatocitos ADH". El descenso
observado en las células carentes de actividad ADH se us6 como factor corrector del
efecto inhibidor del 4-metilpirazol sobre las rutas no-ADH de oxidacién del etanol en
hepatocitos ADH". Tras dicha correcci6n, se encontré que las rutas no-ADH contribuyen
en un 28% al metabolismo del etanol a concentraciones de sustrato 10 mM, y en un 57%

a concentraciones 50 mM.

Feierman y Cederbaum (1985) realizaron estudios in vive con ratas
controles y tratadas con pirazol y 4-metilpirazol, y analizaron las interacciones de estos
compuestos con los microsomas hepaticos. Observaron que los efectos producidos por el
pirazol son diferentes de los encontrados tras el tratamiento por 4-metilpirazol. Una de las
principales diferencias es el efecto sobre el contenido de citocromo P,y Mientras el
pirazol no afecta, el 4-metilpirazol produce un incremento en el contenido de citocromo
P,s, Ni el tratamiento con pirazol ni con 4-metilpirazol ejercen efecto alguno sobre la
actividad NADPH-citocromo P, reductasa. El hecho de que el tratamiento con pirazol
produzca un aumento en la oxidacion de alcoholes por los microsomas, ha sugerido la
posibilidad de que el tratamiento con pirazol pueda producir cambios cualitativos en la
composicion de isoenzimas del P, asi se ha planteado que el pirazol podria inducir a una
isoenzima P 5, con preferencia por el alcohol. De igual modo se observé que la oxidacién
de alcoholes también incrementaba después del tratamiento con 4-metilpirazol, sin
embargo, el efecto del tratamiento con 4-metilpirazol resulté mas complejo que el efecto
del pirazol, el incremento en la oxidaci6n de alcoholes parecia ser debido principalmente
a un aumento en el contenido de P, més que a la inducci6én de una forma del P, con

preferencia para el alcohol.

1.1.4. Catalasa

Esta enzima esté localizada en los peroxisomas y cataliza la oxidacién del
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etanol a acetaldehido en presencia de peroxido de hidrégeno:

Etanol + H,0, Acetaldehido + 2H,0
Catalasa

La mayoria de los autores establecen que la contribucion de este sistema a
la eliminacion del etanol en condiciones fisiologicas es insignificante (Kato et al., 1987),
debido a que la concentracion y generacion de H,0, in vivo es bastante baja (Oshino et
al., 1973) y a que la eliminacion del etanol in vivo no se afecta por el tratamiento con
aminotriazol, un inhibidor de la catalasa (Kinnard et al., 1956; Nelson et al., 1957).
Estudios realizados en la especie raton-ciervo demuestran que mientras que el aminotriazol
reduce la peroxidacion del etanol mediada por catalasa en un 83-94%, sélo tiene un ligero
efecto en la eliminacion global del etanol de la sangre a concentraciones de etanol
inferiores a 10mM, y ningin efecto a concentraciones de etanol entre 40-70 mM (Tagaki
et al., 1986). De estas observaciones, se deduce que en la especie raton-ciervo la catalasa
desempefia s6lo un papel minoritario en las rutas no-ADH de oxidacién del etanol en

condiciones fisiologicas, contribuyendo el MEOS de manera mas importante.

Sin embargo, un grupo de autores, entre ellos Thurman y Handler (1989),
difieren en el papel minoritario asignado a la catalasa en el metabolismo del etanol. Ellos
indicaron que en estudios previos no se controlé cuidadosamente el grado de inhibicién
de la catalasa por aminotriazol y que la actividad catalasa residual podria ser la
responsable de la oxidacion del etanol a una velocidad normal. Afiadieron que después del
pretratamiento con aminotriazol durante 1.5 horas la actividad catalasa estaba inhibida
totalmente, asi como el 80-90% de la actividad dependiente del citocromo P, Después
de 6 horas del pretratamiento con aminotriazol, la actividad catalasa medida in vitro
retornd a sus niveles normales, mientras que la actividad dependiente del citocromo P
permanecia disminuida. Finalmente, Thurman y Handler concluyeron que bajo estas
condiciones, en la especie raton-ciervo carentes de ADH, la oxidacién del etanol se

cataliza preferentemente por la catalasa, esto contradice a las conclusiones obtenidas por

Shigeta et al. (1984), y Tagaki et al. (1985).
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II. METABOLISMO LIPIDICO

La fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE) son los fosfolipidos
mayoritarios de los tejidos de mamiferos. Estos lipidos anfipaticos son componentes
esenciales de las membranas celulares, ejerciendo diversas funciones independientemente
de su papel estructural. Los triacilglicéridos, constituyen la principal reserva de energia y
su funcion puede considerarse predominantemente metabdlica. Debido a sus diferentes
funciones, parece 16gico pensar que las sintesis de ambos compuestos se regula por
mecanismos independientes, aunque se han descrito casos en donde se requiere un control
coordinado de ambas sintesis, tales como la formacién de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) por el higado. La biosintesis de triacilglicéridos y de fosfolipidos
nitrogenados se lleva a cabo a través de rutas metabdlicas que requieren un intermediario
comun, los diacilglicéridos. Por esta razdn, tanto la formacién como el metabolismo de
este intermediario pueden constituir puntos importantes de control para la biosintesis de

estos compuestos.
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II.1. RUTAS IMPLICADAS EN LA BIOSINTESIS DE
DIACILGLICERIDOS

En la Figura 3 se esquematizan las principales rutas implicadas en la sintesis
de glicerolipidos. El precursor principal para la formacion de diacilglicéridos es el 4cido
fosfatidico, el cual es sintetizado via 1-acil glicerol 3-fosfato por sucesivos pasos de
acilacion del glicerol 3-fosfato. La acilacion de la dihidroxiacetona fosfato y la posterior
reduccién de la acildihidroxiacetona fosfato también conduce a la formacion de 1-acil

glicerol 3-fosfato.

Los tejidos de mamiferos parecen contener tres aciltransferasas distintas
implicadas en la acilacion del glicerol 3-fosfato o de la dihidroxiacetona fosfato. De este
modo, se ha sugerido la existencia de una glicerol 3-fosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.15)
microsomal, que cataliza la acilacion del glicerol 3-fosfato (Nimmo, 1979). Esta misma
enzima parece estar implicada en la acilacion de la dihidroxiacetona fosfato, ya que la
transferencia de radicales acilo a estos sustratos exhibe préicticamente la misma
dependencia del pH y la misma sensibilidad a tratamientos por calor, reactivos con grupos

tiol y otros agentes (Coleman and Haines, 1983).

La acilacion del glicerol 3-fosfato esta catalizada también por una glicerol
3-fosfato aciltransferasa mitocondrial. Esta enzima difiere de la isoenzima microsomal en
su menor sensibilidad a reactivos con grupos tiol y al tratamiento por calor. Ademas, la
enzima mitocondrial muestra preferencia por los acil-CoA saturados, mientras que la
enzima microsomal exhibe la misma especificidad por acil-CoA de distintos grados de
saturacion (Yamada and Okuyama, 1978). Declercq et al. (1984) mostraron que la glicerol
3-fosfato aciltransferasa mitocondrial también presenta actividad con la dihidroxiacetona
fosfato. Desafortunadamente, ain no se ha conseguido purificar la aciltransferasa de

mamiferos.
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Por dltimo, existe una enzima peroxisomal que cataliza la acilacion de la
dihidroxiacetona fosfato. Esta aciltransferasa se ha aislado y purificado parcialmente de
higado de cobaya (Jones and Hajra, 1983). Hajra y Bishop (1982) demostraron que la
enzima estd exclusivamente localizada en la fraccién peroxisomal, y atribuyeron la
actividad dihidroxiacetona fosfato aciltransferasa encontrada por algunos autores en los

microsomas a la contaminacion peroxisomal de esta fraccion.

Durante varios afios fue un punto de controversia la contribucion relativa de
las vias glicerol 3-fosfato y acildihidroxiacetona fosfato a la sintesis de triacilglicéridos y
fosfolipidos. Declercq et al. (1984) calcularon que la contribuciéon de la via
acildihidroxiacetona fosfato, en el higado, a la sintesis total de glicerolipidos era inferior
al 10%. Un comportamiento similar se observé en tejidos extrahepaticos (Van Veldhoven
and Mannaerts, 1985).

La conversion de 1-acil glicerol 3-fosfato a 4cido fosfatidico es catalizada
por la 1-acil glicerol 3-fosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.51). En microsomas de higado de
rata, la actividad especifica de esta enzima es considerablemente mas alta que la de
glicerol 3-fosfato aciltransferasa. Por ello, se sugiere que la acilacién del glicerol 3-fosfato

es limitante en la velocidad de biosintesis del acido fosfatidico (Brindley, 1984).

El acido fosfatidico ocupa un lugar importante en la ruta de sintesis de los
glicerolipidos. Puede ser convertido a CDP-diacilglicérido, que es el precursor para la
sintesis de fosfolipidos ani6nicos, fosfatidilinositol, fosfatidilglicérido y cardiolipinas.
Ademas, el acido fosfatidico puede ser hidrolizado a diacilglicérido por la fosfatidato
fosfohidrolasa (EC 3.1.3.4). Los diacilglicéridos son los precursores comunes para la
sintesis de fosfolipidos nitrogenados y para la biosintesis de triacilglicéridos. Kennedy
(1986) sugiri6 que la formacion de diacilglicéridos a través de la via del acido fosfatidico

resulta mas ventajosa que la hipotética acilacion directa del glicerol porque proporciona
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un punto de control a nivel del acido fosfatidico.

Esta enzima se distribuye entre la fraccion soluble y particulada siendo ésto
importante en su mecanismo de control. Los resultados obtenidos en varios laboratorios
sugieren que la actividad fosfatidato fosfohidrolasa implicada en la sintesis de
glicerolipidos es dependiente de Mg*™* (Martin et al., 1987). Aunque la actividad fosfatidato
fosfohidrolasa soluble muestra mayores requerimientos de Mg** que la actividad presente
en la fraccion particulada, la dependencia de Mg*™ no se pierde cuando la enzima se une
a las membranas del reticulo endoplasmatico (Martin et al., 1987). Adn queda por
establecer si los requerimientos de Mg** de esta enzima son absolutos o si este catién lo
que hace es favorecer las interacciones entre el fosfatidato y la enzima a través de una
modificacion en el grado de orden de la membrana tal como sugirieron Brindley y Sturton
(1982).

No se ha conseguido aiin una buena purificacion y caracterizacién de esta
enzima. Butterwith et al. (1984) describieron un procedimiento de purificacién que
increment6 400 veces la actividad especifica. Sin embargo, la enzima purificada fue

inestable y ademas fue marcadamente inhibida por un exceso de Mg** o fosfatidato.

La fosfatidato fosfohidrolasa es considerada una enzima importante en la
regulacion de la sintesis hepética de los triacilglicéridos. Esta afirmacién se basa
principalmente en la observacion de que los cambios que experimenta la actividad
fosfatidato fosfohidrolasa, frente a distintas situaciones metabélicas o agentes exdgenos,
son mas marcados que los producidos en otras enzimas implicadas en la biosintesis de

estos compuestos.
Han sido analizados los efectos de diferentes hormonas, a corto o largo

plazo, sobre la actividad fosfatidato fosfohidrolasa hepética. En periodos largos de

incubaci6n de los hepatocitos con glucocorticoides, glucagon o AMPc se incrementa la

16



Introduccién

actividad de esta enzima, debido a cambios en su biosintesis enzimatica (Pittner et al.,
1985). No obstante, el incremento en la actividad inducida por dexametasona no esta
acompafado por un incremento en la sintesis de triacilglicéridos (Mangiapane and
Brindley, 1986). Por otra parte, periodos cortos de incubacion de los hepatocitos con
acidos grasos (Cascales et al., 1984) o vasopresina (Pollard and Brindley, 1984)
incrementan la actividad fosfatidato fosfohidrolasa observandose un aumento simultaneo

en la sintesis de triacilglicéridos.

Como ya se ha mencionado, la fosfatidato fosfohidrolasa esta presente tanto
en el citosol como en el reticulo endoplasmatico. Hay pruebas evidentes de que la forma
citosdlica es fisioldgicamente inactiva hasta que es translocada a las membranas, en donde
el fosfatidato es convertido a diacilglicérido (Brindley, 1984). Este fenémeno se acentta
particularmente cuando homogenados hepaticos son tratados con acidos grasos o
poliaminas (Martin-Sanz et al., 1985). Por lo tanto, se ha éugerido que la unién de los
acidos grasos al reticulo endoplasmatico actia como seial para la fosfatidato
fosfohidrolasa, la cual se asocia con las membranas activando la sintesis de triacilglicéridos

(Hopewell et al., 1985).

En periodos cortos de tratamiento con clorpromazina y otras drogas
anfifilicas disminuye la sintesis de triacilglicéridos, determinada por cuantificacién de la
incorporacion de glicerol o acidos grasos marcados radiactivamente (Martin et al., 1986).
Estos estudios mostraron que habia una correlacién alta entre la actividad fosfatidato
fosfohidrolasa asociada a membrana y la conversion de 4cido fosfatidico a diacilglicéridos,
y entre la conversién de é4cido fosfatidico a diacilglicéridos y el grado de sintesis de
triacilglicéridos. Esto indica que la cantidad de enzima asociada a membrana es importante
para la sintesis de triacilglicéridos (Martin et al., 1986). Sin embargo, se ha observado que
a concentraciones bajas de clorpromazina se produce una leve estimulacién en la
acumulacion de diacilglicéridos, aunque disminuye el flujo de 4cido fosfatidico a

diacilglicéridos. Esta observacion podria implicar que el efecto de la clorpromazina es el
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resultado de una inhibicién coordinada de la fosfatidato fosfohidrolasa y de la dltima

enzima que participa en la sintesis de triacilglicéridos, diacilglicérido aciltransferasa.

Aunque la actividad fosfatidato fosfohidrolasa es afectada, tanto en
experimentos a largo como en experimentos a corto plazo, por la presencia de glucagon
o analogos del AMPc, atin no se ha establecido si la actividad de esta enzima puede estar

controlada por una fosforilacion reversible de la proteina dependiente del AMPc.

II.2. DIACILGLICERIDOS COMO PRECURSORES DE
TRIACILGLICERIDOS

La conversion de diacilglicéridos a triacilglicéridos esta catalizada por la
diacilglicérido aciltransferasa (EC 2.3.1.20). Esta enzima al igual que aquellas que utilizan
diacilglicéridos para la sintesis de PC y PE, estd estrechamente asociada con las

membranas del reticulo endoplasmatico (Van Golde et al., 1971).

Se ha observado que un incremento en la capacidad del higado para
sintetizar triacilglicéridos estd acompaiiado de un incremento simultineo en la actividad
fosfatidato fosfohidrolasa. Sin embargo, los productos de la reaccién catalizada por esta
enzima, los diacilglicéridos, no son utilizados solamente para la sintesis de triacilglicéridos,
sino que también participan en la formacién de PC y PE. Debido a las diferentes funciones
fisiologicas de los fosfolipidos y de los triacilglicéridos, es evidente la existencia de

regulacion después de este punto de ramificacion
Goldberg et al. (1981) mostraron que en ratas tratadas con fenobarbital, el

aumento observado en la sintesis de triacilglicéridos esta acompanado por un incremento

en la actividad diacilglicérido aciltransferasa, pero no de la fosfatidato fosfohidrolasa.
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Sugirieron por tanto que, la actividad diacilglicérido aciltransferasa es limitante en la
sintesis de triacilglicéridos. Haagsman y Van Golde (1981) obtuvieron pruebas que
confirmaron esta hipétesis. Observaron que la incubacién de hepatocitos aislados con
oleato y palmitato produce un incremento en la sintesis de triacilglicéridos correlacionado
con un considerable aumento en la actividad diacilglicérido aciltransferasa. Ademas, el
tratamiento de los hepatocitos con el acido graso 20:5(n-3) inhibe la formacién de
triacilglicéridos con una correspondiente inhibicion de la actividad diacilglicérido

aciltransferasa (Strum-Odin et al., 1987).

El posible papel limitante de la diacilglicerol aciltransferasa en la sintesis de
triacilglicéridos, ha sido ademas investigado por Mayorek y Bar-Tana (1985). Observaron
que en hepatocitos la presencia de 2-bromooctanoato reduce la sintesis del triacilglicéridos
inhibiendo especificamente la etapa catalizada por la diacilglicérido aciltransferasa. Por
ello, este inhibidor ha sido utilizado para determinar la correlacién entre la actividad
diacilglicérido aciltransferasa y sintesis de triacilglicéridos en hepatocitos permeabilizados.
Mayorek y Bar-Tana (1987) concluyeron que la sintesis global de los triacilglicéridos
parece ser muy sensible a alteraciones de la actividad diacilglicérido aciltransferasa,

pudiendo considerar a ésta como la enzima limitante en la sintesis del triacilglicéridos.

Es mas probable, sin embargo, que el grado de sintesis de los
triacilglicéridos sea controlado por una regulacién coordinada de las actividades fosfatidato
fosfohidrolasa y diacilglicérido aciltransferasa y por la disponibilidad de los sustratos.
Estudios sobre los efectos de glucocorticoides, alcohol o 4cidos grasos sobre las enzimas
implicadas en la sintesis hepatica de los triacilglicéridos demostraron que determinados
factores de estrés inducen una activacion simultanea de la fosfatidato fosfohidrolasa y de
la diacilglicérido aciltransferasa (Cascales et al., 1984; Tijburg et al., 1988). Por otra parte,
cuando el aporte de 4cidos grasos es bajo, es posible que el control de la biosintesis de los
glicerolipidos sea tal que permita mantener la sintesis de fosfolipidos a expensas de la

formacion del triacilglicéridos.
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I1.3. DIACILGLICERIDOS COMO PRECURSORES DE
FOSFATIDILCOLINA

La biosintesis de PC en higado se produce principalmente a través de dos
rutas: La ruta CDP-colina o ruta de Kennedy , la més importante (Kennedy, 1956), y la

metilacién de PE, que se lleva a cabo en reticulo endoplasmatico.

Como se muestra en la Figura 4, la ruta de Kennedy requiere en primer
lugar la formacioén de colina fosfato (fosfocolina), que se produce por fosforilacién de
colina. La colina fosfato se convierte posteriormente en CDP-colina. Finalmente, la PC se

sintetiza por la reaccion entre CDP-colina y diacilglicérido.

Recientemente, Infante propuso una nueva ruta para la sintesis de novo de
estos fosfolipidos, en la que propone que CDP-colina y glicerol 3-fosfato formarian, por
accion de la glicerol 3-fosfocolina sintetasa, glicerol 3-fosfocolina, que podria ser acilado
especificamente (Infante and Huszagh, 1987). Recientemente, Veldhuizen et al., (1991),
realizaron estudios en los que observaron que, en fracciones subcelulares de higado y
pulmon de rata, no se incorporaba radiactividad a glicerol 3-fosfocolina a partir de glicerol
3-fosfato o CDP-colina marcados radiactivamente, sugiriendo que los datos obtenidos por
Infante sobre la existencia de esta via eran debidos a una identificacién incorrecta de los

productos radiactivos formados en la reaccion.
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colina etanolamina

betaina 4———colina etanolamina
colma fosfato etanolamma fosfato

CDP etanolamma

CDP colina
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FIGURA 4.- Esquema de la biosintesis de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina
(PE) a través de la ruta de Kennedy. Los niimeros indican las siguientes enzimas: (1)
colina quinasa; (2) colina fosfato citidililtransferasa; (3) colina fosfotransferasa; (4)
etanolamina quinasa; (5) etanolamina fosfato citidililtransferasa; (6) etanolamina
fosfotransferasa; (7) fosfatidiletanolamina metiltransferasa.

I1.3.1. Enzimas implicadas en la biosintesis de fosfatidilcolina via
CDP-colina

Para la mayoria de los mamiferos la colina es un componente esencial de
la dieta. La incorporacion de colina en hepatocitos de rata parece estar mediada por dos
mecanismos, uno saturable y otro no saturable (Pelech et al., 1982). El componente no
saturable de la incorporacidon de colina fue atribuido a una difusién a través de la

membrana plasmatica. Respecto al mecanismo saturable de incorporacion, se ha sugerido
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que éste estaba directamente vinculado con la actividad colina oxidasa (responsable de la
formacion de betaina). Zeisel et al. (1980), argumentaron que, aunque la mayoria de la
colina transportada al hepatocito es convertida a betaina, fosfocolina o PC, también se
produce una acumulacion de colina libre en el citoplasma celular, sugiriendo que la colina
oxidasa no siempre limita la incorporacion de colina en el hepatocito. Ademas, estos
autores sugirieron que en higado de rata, el componente saturable de incorporacién de

colina presenta un valor de Km aparente de 170 uM.

En higado de mamiferos, la colina puede ser oxidada a betaina o fosforilada.
La colina quinasa (EC 2.7.1.32) cataliza la fosforilacién de colina en presencia de ATP,
produciendo colina fosfato y ADP. La enzima presenta una localizacién citosélica en una
gran variedad de tejidos. La actividad de la colina quinasa puede ser inducida por diversos
hepatotoxicos quimicos como tetracloruro de carbono o 3-metilcolantreno. Asi, se ha
demostrado que la administracion de estos compuestos a ratas produce una induccién
selectiva de dos isoenzimas de la colina quinasa que difieren en su peso molecular, punto

isoeléctrico y propiedades inmunoquimicas (Ishidate et al., 1984; Tadokoro et al., 1985).

Hay recogidos varios trabajos acerca de los paradmetros cinéticos de la
reaccion catalizada por la colina quinasa. Se ha establecido que el pH 6ptimo para la
reaccion se encuentra en el rango de 8,0 a 9,0. La enzima purificada de rifién de rata
presenta un valor de Km aparente para colina y ATP de 0,1 mM y 1,5 mM

respectivamente (Ishidate et al., 1985).

La colina-fosfato citidililtransferasa (EC 2.7.7.15) cataliza la sintesis de
CDP-colina y pirofosfato a partir de colina fosfato y CTP. Est4 localizada en el citosol y
en la fraccion microsomal de diversos tejidos (Wilson, 1978). Estudios recientes sobre la
localizacion de esta enzima demostraron que, la colina-fosfato citidililtransferasa también
esta presente en las membranas del aparato de Golgi (Vance and Vance, 1988). La

distribucion de esta enzima entre la fraccién soluble y particulada es probablemente
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importante en el mecanismo de control de su actividad. Existen pruebas claras de que la
colina-fosfato citidililtransferasa es un punto clave en la regulacion de la biosintesis de PC

en higado y en otros tejidos (Sleight and Kent, 1980).

El paso final para la sintesis de novo de PC es la formacién de PC y CMP
a partir de CDPcolina y diacilglicéridos, reaccion catalizada por la colina fosfotransferasa
(EC 2.7.8.2). Van Golde et al. (1971) informaron que la colina fosfotransferasa esta
exclusivamente localizada en el reticulo endoplasmatico y que la actividad encontrada en
el aparato de Golgi podria ser debida a una contaminaci6n microsomal. Sin embargo, otros
autores demostraron que la colina fosfotransferasa estd localizada tanto en reticulo
endoplasmatico como en la fraccion de Golgi (Higgins et al., 1984; Vance and Vance,
1988). Estas discrepancias pueden ser debidas a los diferentes procedimientos usados para
el aislamiento de la fraccion de Golgi. La colina fosfotransferasa ha sido solubilizada y
purificada de microsomas de higado de rata (Kanoh et al., 1976). El pH 6ptimo de esta
enzima en higado de rata esta establecido entre 8,0 y 8,5 y la Km aparente para CDPcolina
es 0,04 mM y para diacilglicéridos 0,08 mM (Kanoh et al., 1976). Aunque existen pruebas
de que la reaccion es reversible, la importancia fisioldgica de esta reversibilidad debe de

ser aun establecida.

I1.3.2. Regulacion de la biosintesis de fosfatidilcolina via CDP-colina

En los altimos afios numerosas pruebas experimentales han indicado que la
colina-fosfato citidililtransferasa es un importante punto de control en la sintesis de novo
de PC. Asi, determinando el pool de los precursores para la sintesis de PC en el higado
0 en otros tejidos, se comprueba que la acumulacion de colina fosfato es superior a la de
colina y CDP-colina. Esto implica que la conversién de colina fosfato a CDP-colina es

limitante en la sintesis de PC.
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Es interesante el hecho de que la forma soluble de la colina-fosfato
citidililtransferasa requiera de la presencia de lipidos para expresar su maxima actividad
(Feldman et al., 1980), es decir, la unién de la enzima a membranas naturales o artificiales
estd asociada con una mayor actividad. El estudio de la unién de la forma soluble de la
citidililtransferasa de pulmén a vesiculas de membranas artificiales indicé que las vesiculas
constituidas por PC-acido oleico eran capaces de ligar a la enzima produciendo un
aumento de la actividad enzimatica, mientras que las vesiculas compuestas s6lo por PC son
inactivas a este respecto. Se ha sugerido que la estimulacién de la citidililtransferasa se
produce a través de su union a la superficie aniénica de la membrana (Feldman et al.,
1985). Por otra parte, mas recientemente se ha sugerido que la unién de la
citidililtransferasa de células Hella a membranas artificiales es mediada por mecanismos

hidrof6bicos més que por interacciones idnicas.

Weinhold et al. (1991) han indicado que el &cido oleico estimula
efectivamente a la citidililtransferasa de membrana mientras que el fosfatidilglicérido activa
principalmente a la enzima citosélica (Weinhold et al., 1991). Estos autores realizaron
otros estudios con objeto de clarificar la accién de los acidos grasos sobre la actividad
citidililtransferasa de membrana y sintesis de PC, concluyendo, que los acidos grasos
tienen un efecto directo sobre la citidililtransferasa localizada en la membrana, y que el
acido oleico provoca una disminucién en la Km para el CTP y un aumento en la Vméx
de la reaccién. Sugirieron por tanto, que la concentracion de CTP puede regular a la

actividad citidiltransferasa bajo ciertas condiciones.

Resumiendo, se puede concluir que la estimulacién en la sintesis de PC es
generalmente acompafiada por un incremento de la actividad citidililtransferasa
microsomal, mientras que no existen pruebas claras de la correspondiente disminucién en

la actividad de la forma citosdlica de la enzima.
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Vance et al. han demostrado que la translocacién de la colina-fosfato
citidililtransferasa podria estar inducida por la fosforilacién reversible de proteinas o por
la presencia de acidos grasos (Vance and Pelech, 1984; Pelech and Vance, 1984). Se ha
observado que en periodos cortos de incubacion de hepatocitos con andlogos de AMPc se
produce una disminucién de la incorporacion de colina a PC (Pelech et al., 1981),
acompanado de un descenso en la actividad citidililtransferasa microsomal, mientras que
la actividad presente en la fraccion soluble esta ligeramente aumentada. En incubaciones
prolongadas con AMPc, el efecto inhibidor no se observa y al contrario, la sintesis de PC
en células tratadas con AMPc se ve incrementada. La tltima observacién podria estar

correlacionada con un incremento en la actividad citidililtransferasa en microsomas.

Estudios realizados con citosol de higado de rata demostraron que la
incubacion de esta fraccion inducia una activaci6n de la citidililtransferasa dependiente del
tiempo (Pelech and Vance, 1982). Este efecto puede ser inhibido por adicién de Mg** y
ATP, o por inhibidores de fosfatasas. La inhibicién de la enzima dependiente de Mg**
puede ser impedida por la presencia de inhibidores de la protein-quinasa dependiente del
AMPc. Estudios recientes con la colina-fosfato citidililtransferasa purificada han
proporcionado evidencias concluyentes de que la enzima puede estar regulada in vitro por
la fosforilacion-defosforilacion dependiente del AMPc. Asi, Sanghera y Vance (1989)
demostraron que tras la incubacion de esta enzima con microsomas de higado en presencia
de protein-quinasa dependiente de AMPc, la actividad enzimatica asociada con microsomas
se reduce mientras que la correspondiente a la fraccion citosélica aumenta. Este efecto esta
acompafiado de un aumento en la cantidad de fosfato radiactivo incorporado a colina-
fosfato citidiltransferasa. Por otra parte, el tratamiento con fosfatasa alcalina aumenta la
actividad de la enzima en la fraccion microsomal mientras que la del sobrenadante
disminuye. Correspondientemente, también disminuye la incorporacién de fosfato

radiactivo a la enzima.

'El acido okadaico, un especifico y potente inhibidor de la fosfoproteina
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fosfatasa celular, inhibe la asociacion dependiente del tiempo de la actividad
citidililtransferasa citosflica a la membrana microsomal en el sobrenadante

post-mitocondrial de higado de rata (Hatch et al., 1990) (ver Figura 3).

Colina Colina
quinasa fosfotransferasa
Colina ———— Fosfocolina ———— CDP-colina —— Fosfatidilcolina

Colina-fosfato
citidililtransferasa

Reticulo
endoplasmatico

{activa)

Fosfatasa(s) Quinasa(s)
(-}
Okadaico

Colina-fosfato
citidililtransferasa-po,

Citosol
(inactiva)

FIGURA 5.

Hatch et al. (1991) corroboraron que las fosfoproteinas fosfatasas 1 y 2A

estan implicadas en la regulacién de la biosintesis de PC, afectando a la distribucién
subcelular de la enzima, en hepatocitos aislados de rata. Realizaron experimentos en

presencia de acido okadaico y observaron una inhibicién en la biosintesis de PC en

hepatocitos aislados.

Ademas, se ha sugerido que la enzima puede estar controlada por

fosforilacién dependiente de protein quinasa C. Asi, los ésteres de forbol pueden activar

a la protein quinasa C mimetizando los efectos del diacilglicérido (Nishizuka, 1986),
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aunque posteriormente, Kent et al. (1990) han observado que el tratamiento de células
HeLa con esteres de forbol no altera los niveles de fosforilacion de la citidiltransferasa,
sugiriendo que la estimulacion de la protein quinasa C por los ésteres de forbol conduce

a la fosforilacion de una proteina distinta de la citidiltransferasa.

Aunque la atencién sobre la regulacién de la biosintesis de PC se ha
enfocado en el aporte de CDP-colina, hay otros hechos que apuntan a una posible

regulacion a otros niveles diferentes de la actividad colina-fosfato citidililtransferasa.

Diversos estudios con lineas celulares demostraron una correlacion entre la
actividad colina quinasa y el grado de sintesis de PC (Warden and Friedkin, 1985).
Nishijima et al. (1984) describieron una linea mutada de células ovaricas deficiente en
colina quinasa. El mutante mostraba una inhibicién en la formacién de colina fosfato, con
una disminucién consecuente en la formacién de PC.  Estas observaciones indicaron que,
aunque la conversion de colina fosfato a CDP-colina es supuestamente el paso regulador
en la sintesis de novo de PC, bajo ciertas condiciones la colina quinasa podria desempenar

un papel importante en la regulacion.

La reaccion entre CDP-colina y diacilglicérido es operante préxima al
equilibrio y es, ademas, extremadamente susceptible a cambios en las concentraciones de
ambos sustratos. Aunque la mayor parte de los trabajos realizados han indicado que la
velocidad de la reaccion catalizada por la colina fosfotransferasa esté limitada por el aporte
de CDP-colina, otros autores sugieren que la cantidad disponible de diacilglicérido puede
determinar también el grado de sintesis de PC. El potencial papel regulador del
diacilglicérido fue demostrado por Whitlon et al. (1985), quienes informaron que la
estimulacién en la formacion de PC por 4cidos grasos cis-insaturados puede estar
correlacionada con una activacion y traslocacion de la colina-fosfato citidiltransferasa en
linfocitos bovinos. El tratamiento de las células con A4cido retinoico o acido

eicosatetraenoico, aunque produjo los mismos cambios provocados por los acidos grasos
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cis-insaturados en la actividad citidililtransferasa, no acelerd, sin embargo, la sintesis de
PC. Estas diferencias pueden ser explicadas por la observacién de que la incubacién con
acido retinoico deprime ligeramente la actividad de la colina fosfotransferasa, mientras que
la presencia de otros acidos grasos insaturados induce un ligero incremento de la actividad
enzimatica. Whitlon et al. (1985) han concluido que aunque se requiere una activacion de

la citidiltransferasa, ésta no es suficiente para una estimulacién en la biosintesis de PC.

Experimentos con células HeLa tratadas con digitonina apoyan también la
idea de que la disponibilidad del diacilglicérido puede ser determinante en la sintesis de
novo de PC. Lim et al. (1986) mostraron que la incorporacién de CDP-colina a PC
aumenta en células permeabilizadas con digitonina cuando los niveles de diacilglicérido
se ven aumentados por la presencia de glicerol 3-fosfato y acil-CoA. Como en células
HeLa la concentracién de diacilglicérido es muy inferior a la Km aparente de la colina
fosfotransferasa para el diacilglicérido, se sugiri6 que el diacilglicérido podria ser
importante en la regulacioén de la sintesis de PC (Lim et al, 1986). Los estudios de Lim
et al. (1986), con células HeLa permeabilizadas fueron corroborados por Riistow and
Kiinze (Riistow and Kiinze, 1987) en microsomas aislados de pulmén. Ellos demostraron
que el diacilglicérido sintetizado de novo a partir de glicerol 3-fosfato no se mezcla con
el diacilglicérido endbgeno y representa un pool de sustrato diferente para la colina
fosfotransferasa. Un aumento en la proporcién relativa del diacilglicérido sintetizado de
novo, comparada con la cantidad total de diacilglicérido, estd acompafnado de un

incremento en la sintesis de PC (Riistow and Kiinze, 1987).

Se puede concluir que, aunque la actividad de la colina-fosfato
citidililtransferasa es importante en la regulacién de la sintesis de PC, la contribucién de
los factores anteriormente mencionados deben ser también considerados en estudios

relacionados con el control de la sintesis de este fosfolipido.
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II.4. DIACILGLICERIDOS COMO PRECURSORES DE
FOSFATIDILETANOLAMINA

Una de las rutas para la biosintesis de PE utiliza diacilglicéridos y CDP-
etanolamina como precursores. Esta Gltima es sintetizada de manera similar a como se

produce la formacion de CDP colina a partir de colina (Figura 4).

I1.4.1. Enzimas implicadas en la biosintesis de fosfatidiletanolamina via
CDP-etanolamina

La incorporacion de etanolamina ha sido investigada en diversos tipos de
células. Estudios con células humanas de retinoblastoma y con células de retina de conejo
demostraron que estas células presentan sistemas de incorporacién de alta afinidad para

la etanolamina, distintos de los sistemas de transporte de colina (Yorek et al., 1985; 1986).

La fosforilacion de etanolamina por ATP esta catalizada por la etanolamina
quinasa (E.C. 2.7.1.82). Existen pruebas de que la colina quinasa purificada de hi gado de
rata también es capaz de fosforilar a la etanolamina (Porter et al., 1988). Previamente,
Ishidate et al. (1984) habian conseguido la co-purificacién completa de la colina y
etanolamina quinasa de rin6n de rata. Ademas demostraron que los compuestos
hepatotoxicos inducen con la misma magnitud ambas actividades enzimaticas y que
presentan propiedades inmunoldgicas idénticas (Ishidate et al., 1985). Estas observaciones
sugieren que la colina y etanolamina quinasa de rifién de rata podrian tener diferentes
sitios activos, residentes en la misma proteina. En preparaciones de enzima altamente

purificada, los valores de Km aparente para etanolamina y ATP son de 0,6 y 1,5 mM
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respectivamente.

El segundo paso en la sintesis de novo de PE implica la formacién de CDP-
etanolamina a partir de etanolamina fosfato y CTP. Se puede deducir de la relacién de
concentraciones de etanolamina fosfato y CDP-etanolamina en higado de rata que, esta
reaccion catalizada por la etanolamina-fosfato citidililtransferasa (EC 2.7.7.14) puede
ser importante en la regulacion de la sintesis de PE via CDP-etanolamina (*Tijburg et al.,
1988). A diferencia de la colina-fosfato citidililtransferasa, esta enzima parece estar

localizada exclusivamente en el citosol de varios tejidos (Schneider et al., 1978).

La etanolamina-fosfato citidililtransferasa presenta un pH 6ptimo de 7,8 y
otro con menor actividad alrededor de pH 6,0. La Km aparente para la etanolamina fosfato

es 0,053 mM y para el CTP es 0,065 mM.

La enzima implicada en la formacion de PE a partir de CDP-etanolamina y
diacilglicérido es la etanolamina fosfotransferasa. Esta enzima estd firmemente ligada
a las membranas del reticulo endoplasmaético (Butterwith et al., 1984). Sin embargo,
posteriormente, Vance y Vance (1988) han demostrado la existencia de una considerable

actividad etanolamina fosfotransferasa en el aparato de Golgi.

Polokoff et al. (1981) describieron una linea celular ovarica deficiente en
etanolamina fosfotransferasa pero con una actividad colina fosfotransferasa intacta. Esta
ha sido la primera prueba de que las reacciones fosfotransferasas son catalizadas por dos
enzimas diferentes. Pruebas adicionales se obtuvieron en levaduras mutadas defectivas en
actividad colina fosfotransferasa pero con actividad etanolamina fosfotransferasa

(Hjelmstad and Bell, 1987; Hosaka and Yamashita, 1987)

El pH 6ptimo de la etanolamina fosfotransferasa se encuentra entre 8-9

(Vance and Vance, 1988). Los valores de Km aparente para CDP-etanolamina y
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diacilglicérido parecen ser altamente dependientes de la presencia de fosfolipidos y del
grado de purificacion de la enzima (Vecchini et al., 1987). De este modo, la etanolamina
fosfotransferasa solubilizada y parcialmente purificada de higado de rata muestra una Km
aparente para CDP-etanolamina 0,022 mM, mientras que valores considerablemente més

altos se obtuvieron en microsomas de higado y pulmén de rata.

I1.4.2. Regulacion de la biosintesis de fosfatidiletanolamina via

CDP-etanolamina

Generalmente, se ha supuesto que la regulacion en la formacién de PE es
similar y relacionada a la de PC, aunque los niveles hepaticos de PC y de los precursores
que contienen colina son mas susceptibles a alteraciones en el estado dietario de la rata

que los niveles de PE y de sus precursores metabodlicos (*Tijburg et al., 1988).

Los estudios relacionados con la regulacién hormonal de la biosintesis PC
y PE, apoyan fuertemente la idea de que la biosintesis de estos fosfolipidos est4 bajo un
control independiente. El tratamiento de los hepatocitos con norepinefrina (Haagsman et
al., 1984) o vasopresina (Tijburg et al., 1987) inhibe la incorporacién de colina marcada
radiactivamente a PC, mientras que la formacién de PE a partir de etanolamina marcada

se ve aumentada.

Aunque la regulacién en la sintesis de novo de PE no ha sido estudiada tan
extensamente como la de PC, se han sugerido varios puntos de control. Infante (1977)
concluyd a partir de datos cinéticos que la reaccion catalizada por la etanolamina quinasa
o por la etanolamina-fosfato citidililtransferasa, pueden ser las etapas reguladoras de la
ruta. De acuerdo con esta conclusion, Zelinsky y Choy (1982), observaron que en corazén

de hamster la presencia de colina inhibe la incorporacién de [**C]etanolamina a PE como
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resultado de la inhibicion de la etanolamina quinasa.

Sundler y Akesson (1975) demostraron que la exposicion de los hepatocitos
a concentraciones crecientes de etanolamina aumenta la incorporacion de glicerol marcado
a PE. Este efecto estd acompanado de un aumento considerable del tamafio del pool de la
etanolamina fosfato, mientras que el tamano del pool de la CDP-etanolamina permanece
relativamente constante. Estas observaciones indican que la etanolamina-fosfato
citidililtransferasa puede ser considerada como un posible punto de control en la biosintesis
de PE (Sundler and Akesson, 1975). °Tijburg et al. (1987) proporcionaron también pruebas
del papel regulador de la etanolamina-fosfato citidililtransferasa. Estudios realizados con
hepatocitos aislados demostraron que el tratamiento de las células con ésteres del forbol
incrementa la incorporacion de etanolamina marcada a PE, con un consecuente incremento
de la actividad etanolamina-fosfato citidililtransferasa, y una reduccion del tamaiio del pool
de etanolamina fosfato. Ademas, la formacion de PE a partir de CDP-etanolamina y
diacilglicérido, el dltimo paso de la ruta, también parece aumentar en presencia del acetato
miristato forbol. Este dltimo efecto puede ser explicado por un incremento en los niveles

de diacilglicérido celular en presencia del éster del forbol.

En otros estudios se ha analizado la contribucién a la regulacién de la
composicion de acidos grasos de los diacilglicéridos celulares. El tratamiento de los
hepatocitos de rata con diferentes 4cidos grasos demostré que el 4cido miristico y el acido
ladrico inhiben la incorporacién del glicerol marcado a PE (Sundler et al, 1974). La
incubacion de los hepatocitos con acido oleico estimula la sintesis de novo de PE. La
concentracion de CDP-etanolamina en los hepatocitos incubados con 4cido ladrico fue
considerablemente superior a la de los hepatocitos incubados con 4cido oleico (Sundler and
Akesson, 1975). Esto mostr6 que la composicion en 4cidos grasos de los diacilglicéridos

recién formados podria regular la sintesis de PE.

-Recientemente, Houweling et al. (1992) han estudiado el efecto de la
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hepatectomia parcial (70%) sobre la sintesis de PE en higado de ratas durante periodos
post-operatorios. Observaron un aumento en la cantidad de PE hepética que fue
acompafiado de un incremento en la incorporacién de [“C-etanolamina] a PE. Sin
embargo, no detectaron ningin cambio en las actividades etanolamina-fosfato
citidililtransferasa, etanolamina quinasa o etanolamina fosfotransferasa, aunque si
comprobaron un considerable aumento en los niveles hepéticos de etanolamina y

fosfoetanolamina, asi como en los niveles de etanolamina del suero. Concluyeron que el
incremento observado en el suero en la concentracion de etanolamina después de la
hepatectomia fue la responsable del incremento en la biosintesis de PE y de la
acumulacion hepética de etanolamina y fosfoetanolamina. Quedaba, no obstante, una duda
por resolver, concerniente al origen de la etanolamina extrahepatica. Debido a que los
niveles séricos de serina solo se incrementaron ligeramente después de la hepatectomia,
sugirieron que en estas circunstancias, en otra parte del organismo la serina seria

continuamente movilizada y convertida en etanolamina.

II.5 OTRAS RUTAS PARA LA BIOSINTESIS DE
FOSFATIDILCOLINA Y FOSFATIDILETANOLAMINA

Ademas de las rutas anteriormente mencionadas para la sintesis de novo de
PC'y PE, la formaci6n de estos fosfolipidos puede ser también realizada por la utilizacién
de fosfolipidos preexistentes. En esta seccion, se incluye la biosintesis de PC por

metilacion de PE y la biosintesis de PE por descarboxilacion de fosfatidilserina (PS).
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I1.5.1 Biosintesis de fosfatidilcolina por metilaciéon de

fosfatidiletanolamina

Bremer y Greenberg (1961) fueron los primeros en describir la conversion
enzimatica de PE a PC via S-adenosilmetionina (AdoMet) mediante sucesivas etapas de
metilacion. En este proceso, los grupos metilo son transferidos desde la S-adenosil-L-
metionina por mediacion de la enzima PE-metiltransferasa. La actividad metiltransferasa
esta localizada en microsomas de higado y proporciona el 20-40% de la cantidad total de

PC sintetizada por los hepatocitos (Sundler and Akesson, 1975).

Actualmente, existe aiin controversia sobre el nimero de enzimas implicadas
en las reacciones de metilacion de PE y sus pardmetros cinéticos. Aunque, se ha propuesto
que son dos las enzimas implicadas en los tres pasos de metilacién en microsomas de
higado (Hoffman and Cornatzer, 1981), se ha demostrado que los procesos de metilacién
de PE exhiben valores similares de PH 6ptimo y parametros cinéticos, lo que sugiere la
existencia de una misma proteina enzimética, con capacidad para catalizar las tres
reacciones (Audubert and Vance, 1983; Marino et al., 1986). De hecho, la enzima se ha
purificado y se ha comprobado que consta de una subunidad tnica con una masa

molecular de 18,3 kDa que cataliza cada una de las tres etapas de metilacion.

En el control de la biosintesis de PC por metilacién de PE estan implicadas
diferentes hormonas. Asi, se ha comprobado que la incubacién de los hepatocitos de rata
con vasopresina incrementa la actividad de la PE metiltransferasa (Alemany et al., 1981),
mientras que el glucagén y los anélogos del AMPc, en periodos cortos de incubacion,
parecen inhibir la incorporacion de etanolamina marcada a PC en hepatocitos (Pelech et
1984; Pritchard et al., 1981). Este efecto podria no estar correlacionado con una
disminucién de la actividad PE metiltransferasa in vitro. Por el contrario, otros autores

observaron que después de incubar hepatocitos con andlogos del AMPc, la actividad de
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la enzima fue considerablemente superior (Merida and Mato, 1987). Estas discrepancias
parecen indicar que otros factores estan implicados en la regulacion del grado de
metilacion de la PE. Existen pruebas de que el aporte de sustratos y la presencia de
productos finales son de gran importancia para determinar la magnitud de la biosintesis
de PC por metilacion de PE. El aporte de metionina es uno de los factores que desempefa
un papel importante en la modulacion del grado de metilacién de PE. Cuando los
hepatocitos de rata son incubados con concentraciones crecientes de metionina, se observa
un aumento en la formacién de PC desde PE. Observaciones similares se han obtenido con
hepatocitos de ratas deficientes en colina (Yao and Vance, 1988). La incubacion de estos
hepatocitos en un medio deficiente de colina y metionina provocé una acumulacién
considerable de triacilglicéridos debido a una secrecién disminuida en VLDL, al afnadir
metionina al medio incrementa marcadamente la sintesis de PC, observando al mismo

tiempo una reduccion en los niveles celulares de PE.

Por otra parte, otros estudios han demostrado que la incubacién de los
hepatocitos con 3-deazoadenosina inhibe fuertemente la incorporacién de etanolamina a
PC (Vance and Vance, 1986). La 3-deazoadenosina es un potente inhibidor de la S-
adenosilhomocisteina hidrolasa, y consecuentemente, incrementa los niveles celulares de
S-adenosilhomocisteina, conduciendo a una fuerte inhibicién de la metilacién de PE. De
ello, se propone que la relacion AdoMet/adenosilhomocisteina parece ser un factor
importante en la regulacion del grado de metilacién de PE. También se sugiere que la
cantidad de PE celular puede ser importante en la regulacién de la metilacién (Akesson,
1978), asi se observa que cuando la concentracién de PE en hepatocitos de rata se
incrementa por adicién de etanolamina o por ausencia de metionina, se incrementa también
el grado de metilacion de PE. Ridgway et al. (1989) obtuvieron pruebas de que la
actividad de la PE metiltransferasa en hepatocitos de ratas deficientes en colina y
metionina se correlaciona fuertemente con la concentracion de PE. En definitiva, se puede
concluir que existen suficientes pruebas acerca de la regulacién de la PE metiltransferasa

por la presencia de sustratos o productos y no por la regulacién directa de la actividad
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enzimatica.

En cerebro, s6lo un 5% de la produccién total de PC es sintetizada a partir
de la metilacion de PE (Vance and Kruifjh, 1980), debido a que la PE metiltransferasa en
cerebro presenta una actividad muy baja comparada con la de higado (Crews et al., 1980).
Sin embargo, se ha postulado una posible ruta alternativa para la produccién de colina libre
y compuestos que contienen colina. Asi, estudios realizados por Andriamampandry et al.
(1990) proporcionaron pruebas de que en cerebro de rata existe una N-metiltransferasa
citosolica capaz de metilar a la fosfoetanolamina, fosfomonometiletanolamina y
fosfodimetiletanolamina en presencia de S-adenosilmetionina. Esta enzima, también existe
en citosol de higado (Salerno and Beeler, 1973), aunque su actividad es mucho menor a
la de cerebro. Finalmente, se ha concluido que en higado est4 favorecida la metilacién de
PE para producir PC, mientras que en cerebro estd favorecida la metilacién de

fosfoetanolamina.

IL5.2 Biosintesis de fosfatidiletanolamina por descarboxilacién de

fosfatidilserina

La PE se puede sintetizar por tres rutas diferentes. La contribucidn relativa
de cada una a la cantidad total de PE formada en diferentes tejidos no ha sido atn
aclarada. Ademas de la via CDPetanolamina, la PE puede ser sintetizada por un
intercambio estimulado por Ca™ de la etanolamina con la base nitrogenada de los
fosfolipidos preexistentes y por descarboxilacion de PS. Se piensa que la biosintesis de PS
en tejidos de animales se produce a través de un intercambio de serina con la cabeza polar
de PCy PE.
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I1.6. OTRAS RUTAS
I1.6.1. Sintesis de fosfatidilgliceroles y fosfatidilinositoles

El acido fosfatidico puede ser transformado a CDP-diacilglicérido mediante
la fosfatidato:CTP citidililtransferasa (EC 2.7.7.41). Esta reaccion es importante para la
sintesis de fosfatidilgliceroles cargados negativamente, difosfatidilgliceroles, y fosfatidil

inositoles.

En animales (Bell and Coleman, 1980) y probablemente en otros eucariotas
(Harwood, 1985) las enzimas para la sintesis de fosfatidilgliceroles y difosfatidilgliceroles
son predominantemente mitocondriales. La fosfatidilglicerol fosfato sintetasa se encuentra
en la membrana interna mitocondrial, mientras que la fosfatasa probablemente es soluble.
En tejidos de animales y plantas el fosfatidilglicerol y CDP-diacilglicérido son co-sustratos

para la sintesis de difosfatidilgliceroles.

El fosfatidilinositol también se puede formar a partir de CDP-diacilglicérido,
aunque en este caso s0lo un paso enzimatico esta implicado. La mayoria de inositidos,
difosfoinositidos y trisfosfoinositidos, son formados a partir de fosfatidilinositol mediante

actividades quinasas. Estas actividades son particularmente elevadas en el tejido nervioso.
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Se considera que la descarboxilacion de la PS contribuye significativamente
a la biosintesis de PE en células de mamiferos (Bell and Coleman, 1980). Asi, Voelker
(1984) demostrd que en células de rifidn de hamster recién nacido cultivadas en ausencia
de etanolamina, la descarboxilacion de PS podria responder aproximadamente a toda la PE
formada. La incubacién de estas células con [*H]serina y el consiguiente analisis de la PS
y PE sintetizada, mostr6 que el 96% de la radiactividad recogida en PS y PE est4 presente
en la cabeza polar de estos fosfolipidos. Esto indica que en células de rindn de hamster
recién nacido, la PE es sintetizada primordialmente por descarboxilacion de PS. El papel
propuesto para la PS como principal precursor de PE fue confirmado en otros
experimentos realizados con varias lineas celulares mutadas (Voelker and Frazier, 1986;
Miller and Kent, 1986). Miller y Kent (1986) aislaron un linaje mutado de células ovaricas
de hamster con una actividad etanolamina-fosfato citidililtransferasa reducida en un factor
de 2. La comparaci6n de este mutante con la linea celular parental mostré, que a pesar del
defecto en la ruta CDP-etanolamina, los niveles celulares de PE no se alteraban en el
mutante. Como esta observacién no podria ser explicada por una aceleracién en la
formaci6n de PE a partir de PS, estos investigadores concluyeron que la PS es el principal

precursor para PE en células ovéricas de hamster.

Se debe tener en cuenta que las lineas celulares mencionadas anteriormente
fueron cultivadas en ausencia de etanolamina, mientras que la concentracién de
etanolamina en el suero de ratas es aproximadamente 0,025 mM. Esto implica que in vivo
las células estan expuestas a un aporte constante de etanolamina. Cuando los hepatocitos
frescos aislados de ratas fueron incubados con [*H]serina durante 90 min, el 56% de la
radiactividad total asociada a la PE se localiza en la base y un 44% en la porcién
diacilglicérido (Tijburg et al., 1989). La adici6n de etanolamina al medio de incubacién
increment6 la radiactividad recogida en la porcién diacilglicérido comparada con la
fraccion polar de PE. Esto confirma que en los hepatocitos, a diferencia de lo que ocurre
en otras lineas celulares cultivadas, hay una considerable incorporacién de radiactividad

desde serina a la fraccion diacilglicérido de PE via CDP-etanolamina.
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Arthur y Page (1991) obtuvieron resultados que demostraron que en corazdn,
higado y rifién de rata, tanto la PE como el plasmaldgeno de etanolamina son sintetizados
por la ruta CDP-etanolamina, y por lo tanto en estos tejidos la PE no deriva
exclusivamente de la descarboxilacion de PS. Los resultados obtenidos por Arthur y Page
corroboran los estudios realizados por Tijburg et al. (1989) con hepatocitos aislados.
Anadieron ademas que la ruta de descarboxilacién es utilizada Ginicamente para la sintesis

de PE y no para la sintesis del plasmaldgeno de etanolamina.

En cerebro también es viable la formaci6n de PE por descarboxilacién de
PS, siendo esta via responsable del 7% de la PE formada en el cerebro. En el higado, la
PE sintetizada por descarboxilacion de PS es transportada a las membranas del reticulo
endoplasmatico donde es metilada a PC. El metabolismo de los fosfolipidos en cerebro
difiere en varios aspectos al del higado, por ejemplo las reacciones de metilacién que
forman PC a partir de PE son muy poco activas en cerébro, como consecuencia, el
significado metabdlico de la descarboxilacion puede ser diferente en higado y cerebro. En
los trabajos realizados por Carlini et al. (1993) se estudi6 el destino de la PE formada por
descarboxilacion de PS en mitocondrias de cerebro de rata, observandose que aunque la
PE formada puede ser trasladada desde su lugar de sintesis (membrana interna
mitocondrial) a las membranas del reticulo, este fenémeno es muy lento y puede estar
limitado en el cerebro. Estos descubrimientos confirman los resultados obtenidos por
Corazzi et al. (1993) y conducen a la conclusién de que la reaccién catalizada por la PS
descarboxilasa tiene un papel diferente en higado y cerebro. En higado, participa en la
formacion de PC y PS, mientras que en cerebro, se asocia principalmente a la biosintesis

de PE en membranas mitocondriales.
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I1.6.2. Reaccion de intercambio de bases: remodelado de fosfolipidos y

biosintesis de fosfatidilserina

Las enzimas que intercambian bases entre los fosfolipidos (base: fosfolipido
fosfatidiltransferasa) cataliza la incorporacion de colina, etanolamina y serina exdgenas a
los fosfolipidos preexistentes, y han sido estudiadas en diferentes fracciones celulares de

distintos tejidos animales.

Estas reacciones de intercambio de bases representan una ruta minoritaria
para la sintesis de la mayoria de los fosfolipidos, excepto para la PS. Asf, se ha observado
al estudiar la contribucion del intercambio de bases en la biosintesis de PE en hepatocitos
de rata, que en presencia de concentraciones fisioldgicas de etanolamina, s6lo un 8-9% de
la etanolamina incorporada a PE puede ser atribuida a una reaccién de intercambio de
bases (“Sundler et al., 1974). Por ello las reacciones de intercambio de bases no producen
una sintesis neta de los fosfolipidos mayoritarios, sino que producen una remodelacién de
la porcion amino alcohol de los ya existentes (Kanfer, 1989). Por otra parte, podrian
proporcionar un mecanismo rapido e independiente de energia para reponer a los

fosfolipidos agotados, manteniendo asi la integridad de la membrana.

Dichas enzimas son estimuladas por elevadas concentraciones de Ca**, muy
alejadas de los niveles fisiologicos de Ca™ en el citosol (0.1-1 pM), por lo que puede ser
cuestionada la relevancia fisiologica de este efecto. Otros cationes divalentes (Mori et al.,
1989) también afectan su actividad. Siddiqui et al. (1992) observaron en membranas
plasmaticas de higado de rata que, el i6n Mg" estimula la incorporacién de colina,
mientras que el Mn"* estimula la incorporacion de inositol. Las diferencias observadas en
los efectos de los cationes apoya la sugerencia de que las reacciones de intercambio de

bases puedan ser catalizadas por enzimas diferentes (Kanfer, 1980).
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Hemos mencionado anteriormente que la biosintesis de PS en tejidos de
animales se produce a través de un intercambio de serina con la cabeza polar de PC y PE
(Figura 6). Recientes estudios con una linea de células ovaricas defectivas en biosintesis
de PS sugieren que la PC funciona como el precursor principal de PS (Kuge et al., 1985;
Voelker and Frazier, 1986). Kuge et al. (1985; 1986) proporcionaron pruebas de que hay
al menos dos especies de enzimas que intercambian serina, una puede catalizar la reaccion
de intercambio de base de fosfolipidos con colina, serina y etanolamina, mientras que la

otra no utiliza colina como sustrato.

CO,

®

PS « @/ PE

7

CDP colina colima etamolamina CDP-ctanclamima

\
./

FIGURA 6.- Interconversiones en la biosintesis de fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina
y fosfatidilcolina. (1) y (2) enzimas de intercambio base-serina; (3) fosfatidilserina
descarboxilasa.

La PS formada a partir de la serina exdgena es translocada a la mitocondria.
Un mecanismo propuesto para este movimiento requiere en primer lugar ATP y puede

implicar la formacion de vesiculas procedentes del reticulo endoplasmético (Voelker, 1985;
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*1989). La segunda etapa es independiente de ATP y puede requerir la formacién de
complejos de colision entre el orgéanulo donador y la mitocondria. La PS translocada es
rapidamente descarboxilada a PE en la membrana interna mitocondrial (Butler and Morell,
1983). La sintesis de PS a partir de serina, su translocacién de los microsomas a la
mitocondria, y su descarboxilacién a PE, puede ser reconstituida con membranas celulares

aisladas y organulos (Voelker, 1989).

Sin embargo, también existen pruebas de sistemas reconstituidos in vitro
carentes de factores solubles o0 ATP exdgeno que pueden transportar PS entre microsomas
y mitocondrias (Voelker, 1989; Vance, 1991). Corazzi et al. (1993) han dado pruebas que
demuestran que, la sintesis de PS y su posterior descarboxilacién se produce en mezclas
de incubacion que contienen microsomas y mitocondrias purificadas de tejido cerebral de
ratas, indicando que no es necesaria la presencia de factores solubles para la sintesis y
descarboxilacion de PS. Postularon que durante la transferencia de PS, se transfiere cierto
material entre las membranas aunque no se produce un proceso real de fusién. Corazzi et
al., anadieron que el i6n Ca*™ favorece la transferencia de la PS desde los microsomas a
las mitocondrias. Observaron ademés que la radiactividad especifica de la PS transferida

a la mitocondria es mayor que la de la PS microsomal.

I1.7. CATABOLISMO

I1.7.1. Catabolismo de glicerofosfolipidos

El catabolismo de los glicerofosfolipidos esté catalizado por una serie de
fosfolipasas denominadas A, B, C y D dependiendo de la posicion del enlace sobre el cual

ejercen su accién enzimética (Figura 7).
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FIGURA 7.

Se han descrito dos fosfolipasas A especificas denominadas A, y A,
dependiendo de la posicion del éster hidrolizado en el diacilfosfoglicérido. Fosfolipasa B
es la denominacion que usualmente se utiliza para referirse a la monoacilfosfoglicérido acil

hidrolasa.

Las enzimas fosfolipasas A, particularmente de veneno de serpiente o
secreciones digestivas, han sido ampliamente estudiadas. La fosfolipasa A, se localiza en
las fracciones microsomal y lisosomal. Desacila especificamente a la PC o PE en la
posicion 1. Ambos sustratos son hidrolizados en igual magnitud por la enzima lisosomal

de la médula adrenal, sin embargo la enzima de cerebro prefiere como sustrato a la PC.

La fosfolipasa A, elimina el grupo acilo del carbono del glicerol adyacente

al carbono fosforilado, por tanto actia sobre la posicién 2 de un fosfoglicérido natural.
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La fosfolipasa B es conocida como monoacilfosfolipasa (lisofosfolipasa).
Actiia sobre los monoacil derivados 1-acil y 2-acil de la PC y PE. Los 4cidos grasos

insaturados son los sustratos preferidos por estas fosfolipasas (Van den Bosch et al., 1968).

Puesto que la PC es un constituyente principal de las membranas de células
eucariotas, es importante considerar el catabolismo de este fosfolipido. Los estudios
propuestos sobre la regulacion del catabolismo de la PC presentan problemas dificiles de
superar, debido a que las fosfolipasas implicadas en el turnover de PC estan distribuidas
en varios compartimentos celulares (Waite, 1987), y porque ademas los productos del
catabolismo de PC (glicerolfosfocolina, fosfocolina, lisoPC, colina) podrian ser
metabolizados y reutilizados para la sintesis de PC, complicando la interpretacion de los
experimentos. Se han presentado pruebas (Morash et al., 1988) de que en varias lineas de
células neuronales la principal ruta degradativa de la PC consiste en la eliminacién de
acidos grasos, siendo la glicerolfosfocolina el principal metabolito intracelular de la ruta
degradativa. Esto indica que en general el catabolismo de PC se inicia por la accién de la
fosfolipasa A, o fosfolipasa A,. Un estudio posterior (Morash et al., 1989) indic6 que la
fosfolipasa A, es més importante en la degradacién completa de la PC que la fosfolipasa
A,

Tijburg et al. (1991) informaron que los hepatocitos de ratas deficientes en
colina proporcionaban un modelo adecuado para estudiar el catabolismo de PC. La
principal ventaja de este sistema es que permite una biosintesis rapida de PC sin
acumulacién de marcaje en los precursores biosintéticos, especialmente fosfocolina,
permitiendo al mismo tiempo observar cambios en la cantidad de radiactividad del
producto principal de degradacién, glicerolfosfocolina. La conclusién principal del estudio
realizado por Tijburg et al. (1991) fue que, el catabolismo de PC puede ser regulado en
hepatocitos, presentando pruebas de que la concentracién de PC en los hepatocitos podria
constituir un factor importante en la regulacion del catabolismo de PC. Fueron capaces de

alterar el catabolismo de PC cambiando la concentracion de PC celular por suplementacion
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de las células con colina. Observaron un incremento significativo en la acumulacion de
glicerolfosfocolina marcada en las células suplementadas con colina como consecuencia
del aumento en el catabolismo del fosfolipido. Concluyeron finalmente que la biosintesis

y catabolismo de PC estan sujetas a un control coordinado.

Posteriormente, Tijburg y Vance (1991) observaron que la suplementacion
de los hepatocitos de rata deficientes en colina con dimetiletanolamina incrementaba el
catabolismo de PC, efecto que se vio acompafiado por un aumento en la produccién de
glicerolfosfocolina. Sin embargo, no fue observado ningin efecto cuando las células se
incubaron con monometiletanolamina. La razon propuesta por estos autores fue que la
formacién de fosfatidil-NN-dimetiletanolamina a partir de su correspondiente base, via
CDP-derivado, imita el efecto de la sintesis de PC a partir de colina incrementando el

catabolismo de PC.

I1.7.2. Catabolismo de los triacilglicéridos

El catabolismo de los triacilglicéridos esté catalizado por lipasas. Un amplio
namero de tales enzimas han sido purificadas de animales, plantas y microorganismos. El
término lipasa se usa mal frecuentemente. Una verdadera lipasa es la que ataca a los
triacilglicéridos y actia s6lo en la interfase lipido-agua. Esta definicién excluye a las
enzimas que actiian sobre los ésteres solubles en agua (esterasas) o a aquellas hidrolizantes

preferentemente de otros lipidos (acil hidrolasas).

La actividad en los tejidos de la lipasa sensible a hormonas es estimulada
por adrenalina (epinefrina), glucagébn, ACTH (corticotropina), TSH (tirotropina) y
serotonina (Jensen, 1971). Estas hormonas supuestamente ejercen sus efectos sobre el

tejido adiposo por estimulacién de la adenilato ciclasa. Ciertamente, el aumento en la
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formacion de AMPc se produce por hormonas lipoliticas, y se ha demostrado que el AMPc
estimula la actividad lipasa en preparaciones celulares (O'Doherty, 1978). La

fosforilacion/defosforilacion también parece estar implicada (Belfrage et al., 1983).
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III. EFECTO DEL ETANOL SOBRE EL METABOLISMO
DE LOS FOSFOLIPIDOS

Los fosfolipidos son moléculas integrantes de las membranas cuya funcién
principal es servir como componentes estructurales de las membranas plasmaticas y de los
organulos subcelulares. También estdn implicados en el funcionamiento de ciertos

receptores, ademas de desempenar un papel importante en la activacién de algunas enzimas

ligadas a membrana.

Uno de los efectos farmacolégicos més importante de la ingestion del etanol
es la alteracion de las funciones hepaticas. Muchos de estos efectos son debidos a las
consecuencias metabdlicas de la oxidacién del etanol (Baraona and Lieber, 1979). Sin
embargo, se ha observado que el etanol altera la organizacién celular de las membranas
(Chin and Goldstein, 1977). Asi, se ha publicado que las membranas microsomales,
mitocondriales y plasméticas del hepatocito se adaptan a la presencia del etanol (Ponnappa
et ‘al., 1982; Polokoff et al., 1985, Sanchez-Amate, 1991). Esta adaptacién de las
membranas a la ingesta cronica de etanol produce cambios en las actividades enzimaticas
ligadas a membrana (Zysset et al., 1985; Sanchez-Amate, 1991). El efecto del etanol sobre
las membranas también se asocia a alteraciones en el funcionamiento de receptores, flujo
de iones, liberacion de neurotransmisores y generacién de segundos mensajeros, en higado
o en cerebro. Estos cambios pueden ser explicados como consecuencia de los efectos del

etanol sobre la organizaci6n estructural y funcional de lipidos y proteinas de membrana.
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La PC y la PE son los fosfolipidos mayoritarios en tejidos de mamiferos,
por ello las alteraciones en su metabolismo como resultado de la ingesta de etanol pueden
ser muy importantes, sin embargo han sido escasos los estudios realizados sobre el efecto

del etanol en el metabolismo de estos fosfolipidos.

Uthus et al. (1976) observaron que la administracién de etanol estimula
significativamente la actividad especifica de la PE metiltransferasa de la ruta de biosintesis
de PC en microsomas de higado de rata. Este aumento en la actividad puede ser el
resultado del efecto del etanol sobre la proliferacion del reticulo endoplasmatico hepatico
(Iseri et al., 1966) y la estimulacion de actividades enziméticas ligadas al reticulo de
higado, asi el etanol actuaria como el fenobarbital, el cual estimula las enzimas del reticulo

endoplasmatico y la biosintesis de fosfolipidos (Holtzman and Gillete, 1968).

Mas recientemente, Magruder et al. (1984) encontraron el mismo efecto
cuando analizaron las alteraciones inducidas por el etanol en los fosfolipidos de las
membranas plasmaticas sinaptosomales de rata. Ellos cuantificaron los fosfolipidos a los
3, 6, 10 y 14 dias de tratamiento, y observaron que a los 14 dias se producia un
incremento significativo en PC asi como una disminucién en PE, como resultado del
incremento inducido por el etanol en la ruta de sintesis de PC por metilacién de la PE.
Estos resultados eran concordantes con los obtenidos por Nhamburo et al. (1982) quienes
mostraron que el etanol administrado por inhalacion producia un incremento en la

incorporacion de grupos metilo en los fosfolipidos sinaptosomales de rata.

Los datos de Magruder et al. (1984) mostraron que la incorporacién de
grupos metilo en los sinaptosomas permanecia elevada durante los tres dias siguientes de
la retirada de etanol y retornaba a sus valores normales a los siete dias, contradiciendo los
resultados de Nhamburo et al. (1982) quienes mostraron que la incorporacién de grupos
metilo retornaba a los niveles controles a las 6-8 horas de la retirada. Los distintos disefios

experimentales en ambos trabajos pueden justificar las discrepancias obtenidas.
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Funciones hepaticas, tales como la glucogenolisis, estén reguladas por una
variedad de hormonas circulantes que actian a través de receptores localizados en la
superficie celular. La activacion de los receptores alfa,-adrenérgicos y de vasopresina ¥,
inician una cascada de reacciones que controlan la concentracién de calcio intracelular
mediante la liberacion del inositol trisfosfato (IP,) a partir del catabolismo fosfodiestearico
del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) (Kirk et al., 1981; Lynch et al., 1985). El aumento
producido en las concentraciones de calcio citosélico libre, a partir de la movilizacién del
calcio del reticulo endoplasmatico mediada por el IP,, puede modular la actividad de la

fosforilasa hepatica y respuestas celulares como la glucogenolisis en el hepatocito (Thomas
et al., 1983; Joseph et al., 1984).

Gonzales y Crews (1991), investigaron en ratas los efectos de la ingestion
cronica del etanol sobre la acumulacion de los *H-inositoles fosfatos en cortes de higado,
expuestos a norepinefrina y arginina-vasopresina. Ademas analizaron si el etanol es capaz
de alterar las sefiales de traduccion ligadas a fosfoinositidos en las células de higado. Sus
resultados indicaron que el tratamiento crénico con etanol puede interferir con la hidrélisis
de fosfoinositidos mediada por receptores alfa,-adrenérgicos y de vasopresina. Asi,
observaron una disminucién en la hidrélisis de fosfoinositidos estimulada por ambos
neurotransmisores en ratas tratadas con una dieta liquida alcohélica durante cinco meses.
El tratamiento con etanol no produjo ningiin efecto sobre los parametros de uni6n de
prazosina o arginina-vasopresina en las membranas plasmaticas de higado, sugiriendo que
los efectos del etanol se ejercen en un lugar distinto del receptor. Estos descubrimientos
contradicen a los de Smith et al. (1983) quienes informaron de un incremento en la sintesis
de fosfoinositidos en hepatocitos de ratas alimentadas con etanol. Sin embargo, tales
discrepancias pueden ser debidas a diferencias en la dieta crénica, preparacion del tejido,

o al hecho de que Gonzales and Crews (1991) midieron la hidrélisis de fosfoinositidos

directamente en lugar de su sintesis.
Gonzales y Crews (1991) afiaden que la relacion entre la inhibicién
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producida por el etanol sobre la hidrélisis de fosfoinositidos mediada por hormonas en
cortes de higado de rata después del tratamiento cronico con etanol y las posteriores
respuestas celulares tales como movilizacion de calcio o activacion de la fosforilasa no son
conocidas. Se especula que aunque el acoplamiento de los receptores a la fosfolipasa C
que media la hidr6lisis de fosfoinositidos es 1:1, parece que existan receptores de reserva
para la movilizacién del calcio mediada por receptores alfa,-adrenérgicos y arginina-
vasopresina (Kirk et al., 1981; Lynch et al., 1985).

Se conoce que los receptores alfa,-adrenérgicos y de vasopresina estan
acoplados a la fosfodiesterasa especifica de fosfoinositidos a través de una proteina que
une nucledtidos de guanina (Uhing et al., 1986). El etanol puede ejercer sus efectos sobre
el acoplamiento de los receptores a la proteina y/o sobre la interaccién del complejo
receptor activado con la fosfodiesterasa. Recientemente, Hoek et al. (1987; 1988),
presentaron pruebas de que el etanol in vitro puede éctivar transitoriamente a la
fosfodiesterasa en higado produciendo la movilizacién de calcio y activacién de la
fosforilasa. Estudios realizados con hepatocitos aislados de rata mostraron que el etanol
in vitro incrementa la concentracion intracelular de calcio en menos de un minuto, aunque
la respuesta rapidamente se desensibiliza en otro minuto aparentemente debido a la
activacion de la protein quinasa C (Hoek et al., 1988) que podria causar una inhibicién

feedback de la interaccion receptor-fosfolipasa C.

Aunque la adicién de alcoholes a hepatocitos estimula temporalmente la
fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos, no se ha demostrado sin embargo una
activacion directa de la fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos por alcoholes en
hepatocitos permeabilizados o en membranas de hepatocitos (Rubin et al., 1988; Thomas
et al., 1989).

Los efectos del etanol sobre la hidrélisis de los fosfolipidos acidicos,

especialmente el de los poli fosfoinositidos, han sido ampliamente estudiados por muchos
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autores, sin embargo es poca la informacion referente al efecto del etanol sobre el
catabolismo de los fosfolipidos neutros. La formacion de fosfatidiletanol se ha usado como
indice de activacion especifica de la fosfolipasa D (Liscovitch, 1989; Martin and
Michaelis, 1989), ya que el etanol sustituye al agua durante la ruptura de la PC y otros

fosfolipidos para producir fosfatidiletanol en lugar de fosfatidato.

La regulacion del catabolismo de la PC por las fosfolipasas C y D ha sido
estudiada recientemente (Exton, 1990; Billah and Anthes, 1990). Se conoce que el etanol
estimula la hidrdlisis de PE mediada por la fosfolipasa D en células NIH 373 (Kiss and
Anderson, 1989). Sin embargo, los efectos directos del etanol sobre el catabolismo de la
PC han sido poco estudiados. Recientemente, Pittner y Fain (1992), estudiaron el efecto
del etanol sobre el catabolismo de la PC en hepatocitos de rata cultivados. Ellos
informaron que la adicién de etanol, a una concentracién 17 mM, a las células previamente
marcadas radiactivamente con colina, producia un incremento en la acumulacién de colina
y fosfocolina. La acumulaci6n de ambos sustratos se estimuld en el mismo grado tras la
adicion de 340 mM de etanol. El incremento en la liberacién de colina sugeria una
estimulacion del catabolismo de PC por la fosfolipasa D, mientras que la liberacién de
fosfocolina se relaciond con el catabolismo de la PC por la fosfolipasa C (Cabot et al.,
1988; Grillone et al., 1988). Afadieron que la colina medida no derivaba de la fosfocolina,

con lo cual concluyeron que ambas fosfolipasa estaban activadas por el etanol.

Pittner y Fain (1992) prosiguieron sus estudios coincubando a los hepatocitos
con etanol (340 mM) y una variedad de estimuladores de la fosfolipasa D especifica de
PC, tales como glucagon, vasopresina, norepinefrina, y A23187. Observaron que la
estimulacion debida s6lo al etanol sobre la liberacién de colina y fosfocolina fue similar
a la observada con vasopresina, demostrando que el etanol es un potente estimulador de
las fosfolipasas C y D especificas de PC. Los efectos del etanol fueron completamente
aditivos, y en algunos casos mas que aditivos con la estimulacién producida por los

agonistas. El mecanismo por el cual el etanol activa el catabolismo de la PC es
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desconocido, puede ser que tal estimulacion sea producida por la accién solvente del
etanol, ya que el efecto es aditivo al observado con ligandos tales como el ionéforo. Sin
embargo, la estimulacion del etanol en el catabolismo de la PC podria implicar cambios
biofisicos no especificos en las membranas plasmaticas del hepatocito, ya que puede ser
mimetizado por dimetilsulféxido o propanol. Queda por establecer si estos efectos son
debidos a la activacion directa de las fosfolipasas, acceso incrementado de sutratos a las

lipasas o liberacién de los productos al medio.

32



Introduccion

IV. INTERACCION ENTRE EL METABOLISMO DE
ETANOL Y DE LIPIDOS

El higado ha sido el tejido mas extensamente estudiado para evaluar el
efecto del etanol sobre el metabolismo lipidico, debido a que este 6rgano desempeiia un
papel central en la sintesis y secrecion de triacilglicéridos asi como de otros lipidos. Los
tejidos extrahepiticos, tales como tejido adiposo, han sido estudiados por el papel
complementario que éstos desempefian en el desarrollo de las alteraciones hepaticas

producidas por el etanol.

La mayoria de los efectos producidos en el higado por efecto del etanol son
debidos fundamentalmente a la generacién excesiva de NADH por la oxidacién
citoplasmatica del etanol, y a las interacciones del etanol con la funcién microsomal.
Ciertos efectos son causados por la accién directa del etanol o sus metabolitos,
acetaldehido y acetato, y parte de los efectos son mediados también por cambios
hormonales. Las alteraciones observadas dependen del estado nutricional de los animales,

las dosis de etanol administrado y la duraci6n de la ingesta.
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IV.1 EFECTOS DE LA GENERACION EXCESIVA DE NADH

Como mencionamos en el capitulo dedicado al metabolismo del etanol, la
oxidacion del alcohol produce una transferencia de equivalentes de reduccién al NAD*. El
exceso de NADH produce alteraciones en el flujo de sustratos y en la concentracién de

ciertos metabolitos.

En ausencia de etanol, los equivalentes de reduccién utilizados en la cadena
respiratoria provienen principalmente de la oxidacion de 4cidos grasos. Durante la
oxidacién del etanol, disminuye la actividad del ciclo del acido citrico (Grunet and
Kondrup, 1983), y la mitocondria entonces usa preferentemente los equivalentes de
reduccion procedentes de la oxidacion del etanol. De esta forma, los 4cidos grasos que
normalmente sirven como fuente principal de energia para el higado son suplantados por
el etanol. Esta disminucion en la oxidacién de 4cidos grasos produce un depésito de
triacilglicéridos en el higado procedentes de la dieta, o de los acidos grasos producidos por

la sintesis endogena en ausencia de una dieta grasa (Lieber et al, 1966; Mendenhall, 1972).

El incremento en la relacion NADH/NAD" esta también asociado con un
aumento en la concentracion glicerol 3-fosfato (Lieber, 1974) que favorece la acumulacién
hepatica de triacilglicéridos. Concluyendo, la lipogénesis a todos los niveles (aumento en
la sintesis de 4cidos grasos, triacilglicéridos, y colesterol y/o sus esteres) se puede
considerar como un sistema metabdlico por medio del cual se puede utilizar el exceso de

equivalentes de reduccion formado durante la oxidacién del etanol.
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IV.2. INTERACCION DEL ETANOL CON EL METABOLISMO
LIPIDICO EN LOS MICROSOMAS HEPATICOS

La mayoria de las enzimas implicadas en la sintesis de lipidos complejos
(tales como triacilglicéridos y fosfolipidos) y lipoproteinas estan ligadas a las membranas
del reticulo endoplasmatico. Puesto que el etanol también es metabolizado por el sistema
MEOS (Lieber and De Carli, 1970), puede interferir también en el metabolismo lipidico
por un mecanismo independiente de los cambios redox que acontecen en el citoplasma o
en la mitocondria. Asi, se conoce que la administracién crénica de etanol produce una
proliferacion de las membranas del reticulo (Lane and Lieber, 1966), que puede ser
responsable en parte de la capacidad aumentada del higado para sintetizar lipidos, aunque
también se ha demostrado que la administracién aguda y crénica de etanol produce
alteraciones especificas en las actividades de enzimas implicadas en la sintesis de lipidos

complejos y lipoproteinas (Brindley, 1987).

Ademas, la oxidaciéon microsomal del etanol interfiere con el metabolismo
lipidico al generar radicales libres, que pueden iniciar una cascada de reacciones de
peroxidacion autocataliticas y dafiar las membranas celulares. También, la induccién
microsomal producida por la ingestion crénica de etanol puede incrementar las actividades
de enzimas tales como la NADPH oxidasa, produciendo un aumento en H,0O,, por medio

del cual se favorece la peroxidacion lipidica.

Las dos alteraciones principales en el metabolismo lipidico asociadas con

la ingestion de etanol son higado graso e hiperlipidemia.

El higado graso o esteatosis, caracterizado por una acumulacién de

triacilglicéridos en el hepatocito, se desarrolla en pocas horas después de la ingesta de
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etanol y es dependiente de la dosis ingerida (Savolainen and Hassinen, 1980). El aumento
de triacilglicéridos ocurre progresivamente durante el primer mes de administracion de
etanol y persiste si la ingesta de etanol continta. También se ha observado en ratas
tratadas con etanol una acumulacion en el higado de ésteres de colesterol (Lefevre et al.,

1972).

Los lipidos se acumulan también en otros tejidos, tales como corazdn,
pulmén, pancreas y sangre. En este Gltimo caso la alteracion se denomina hiperlipidemia.
En parte, estas acumulaciones de lipidos en otros tejidos son secundarias a las alteraciones
inducidas por el etanol sobre el metabolismo lipidico hepéatico, aunque también son debidas
a una accion directa del etanol y sus metabolitos sobre el metabolismo lipidico de los

tejidos periféricos.

IV.3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA ACUMULACION
HEPATICA DE TRIACILGLICERIDOS INDUCIDA POR EL
ETANOL

Al analizar el papel etioldgico del etanol, se establece que este agente per
se es responsable del desarrollo del higado graso alcohdlico. Asf, se ha observado que con
una dieta nutricionalmente adecuada, al reemplazar isocaldricamente la sacarosa u otros
carbohidratos por etanol se produce un incremento en los triacilglicéridos hepaticos,
mientras que el reemplazamiento isocalérico de carbohidratos por grasa en lugar de etanol
no produce esteatosis (De Carli and Lieber, 1967). Sin embargo, la dieta grasa influye en
el desarrollo del higado graso. Lieber y De Carli (1970) observaron que la reduccién de
la grasa de la dieta en un 25% o menos de las calorias totales estd acompanado por una

disminucion significativa en la esteatosis inducida por el etanol.
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Los lipidos acumulados en el higado proceden principalmente de tres
fuentes: lipidos de la dieta (que alcanzan el torrente circulatorio como quilomicrones);
lipidos del tejido adiposo (que son transportados al higado como acidos grasos libres); y
lipidos sintetizados en el higado. Detallaremos a continuacién los mecanismos implicados

en la acumulacidn de triacilglicéridos en el higado.

El etanol interfiere con rutas metabdlicas que aportan sustratos para la
lipogénesis, incrementando la disponibilidad de precursores para la sintesis hepéatica de
triacilglicéridos: acidos grasos y glicerol 3-fosfato. Ademas, la oxidacion de etanol
proporciona equivalentes de reduccion y unidades de dos atomos de carbono para la

sintesis de lipidos.

Uno de los mecanismos por los que el etanol aumenta la concentracion de
acidos grasos en sangre es mediado por la estimulacién de la lipolisis en el tejido adiposo,
via catecolaminas por la reaccion de estrés que puede provocar el etanol (Pohorecky, 1984;

Brick and Pohorecky, 1985).

Lieber et al. (1967) publicaron que el etanol inhibe la formacién de CO, a
partir de acidos grasos marcados radiactivamente y sugirieron que la inhibicién en la
oxidacion de acidos grasos podria contribuir al desarrollo de un higado graso inducido por
el etanol. Estos descubrimientos fueron confirmados por Ontko en 1973, quien observé
ademas que la conversion de acidos grasos a cuerpos cetonicos también esta inhibida.
Cerdebaum et al. (1975), comprobaron que la oxidaci6n total de acidos grasos disminuye
por la ingestion cronica de alcohol. Resultados similares obtuvieron Grunnet and Kondrup
(1986), quienes incubaron hepatocitos aislados de ratas con palmitato marcado y en
presencia o ausencia de etanol 10 mM. Los resultados obtenidos mostraron que en
hepatocitos aislados de ratas privadas de alimento la B-oxidacion se inhibe por el etanol
en un 22%, mientras que en hepatocitos aislados de ratas alimentadas, ésta se inhibe en

un 25%.

57



Introduccion

Uno de los mecanismos mas citados que podria justificar esta inhibicion en
la B-oxidacion es el cambio inducido por €l etanol en el estado redox, el cual limita la
disponibilidad de NAD" para las deshidrogenasas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
y en la secuencia de la B-oxidacion, disminuyendo la oxidacién completa de los acidos
grasos (Baraona and Lieber, 1979). Sin embargo, otros factores implicados en la regulacion
de los procesos oxidativos de acidos grasos podrian también verse afectados por el etanol.
Investigaciones recientes sugieren que la actividad carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I)
desempefia un papel importante en la generaciéon de un higado graso inducido por el
etanol, constituyendo un mecanismo adicional para explicar la inhibicién inducida por el

etanol en la oxidacion hepética de 4cidos grasos (Guzmén and Geelen, 1988).

La CPT-I constituye el paso limitante en el transporte de acidos grasos de
cadena larga al interior de la matriz mitocondrial, tanto en higado como en tejidos
extrahepaticos (Saggerson, 1986). Guzman et al. (1987) observaron en ratas alimentadas
cronicamente con etanol una disminucién en la actividad CPT-I y un aumento en la
sensibilidad de la enzima a malonil-CoA, el inhibidor intracelular fisiolégico de esta
enzima. La modulacién de la actividad de la CPT-I por el etanol a corto plazo fue
estudiada por Guzman y Geelen en 1988. Estos autores observaron que por efecto del
etanol a corto plazo también se inhibe la actividad CPT-I, y propusieron un mecanismo
para explicar esta inhibicion, indicando que la presencia de etanol incrementa los niveles
intracelulares del malonil-CoA, efecto que puede ser el responsable del aumento de la

sensibilidad de esta enzima a este inhibidor.

Aunque los primeros estudios in vitro demostraron que en ratas y en
humanos la presencia de etanol incrementa la sintesis hepatica de acidos grasos, posteriores
estudios in vivo proporcionaron resultados més conflictivos. El estudio del efecto del etanol
sobre la sintesis hepatica de acidos grasos presenta dificultades, principalmente por dos
razones: La primera es que el etanol y sus metabolitos causan una fuerte diluci6n isot6pica

cuando se analiza la incorporacion de acetato o H,O, marcados radiactivamente, a 4cidos
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grasos, y segundo, debido a que la sintesis de acidos grasos in vivo es muy sensible al
contenido de carbohidratos y grasa de la dieta, y es dificil afiadir una gran cantidad de

alcohol a la dieta sin modificar la relacion carbohidrato/grasa.

Por otra parte, tanto el aumento de la lipolisis periférica como la oxidacién
hepatica del etanol, producen un incremento en la concentracioén de glicerol 3-fosfato
(Baraona and Lieber, 1979). La mayor disponibilidad de 4cidos grasos y el incremento en
los niveles de glicerol 3-fosfato podrian producir una aumento en la sintesis de

triacilglicéridos.

Respecto a este punto, Castro et al. (1987) realizaron estudios in vitro,
utilizando hepatocitos aislados de ratas ayunadas o alimentadas, con objeto de analizar si
el efecto activador del etanol sobre la sintesis de triacilglicéridos es dependiente de los
niveles de glicerol 3-fosfato. Observaron que, aunque en ambos grupos de animales el
etanol produce un aumento en la concentracion de glicerol 3-fosfato, s6lo en hepatocitos
aislados de ratas que ayunaron este aumento es determinante para la estimulacién de la
sintesis de triacilglicéridos en presencia de etanol. Sugirieron que bajo la situacion de
oxidacion de écidos grasos inhibida por el etanol, el aumento inducido por el alcohol en
la sintesis de triacilglicéridos es dependiente del incremento en los niveles de glicerol 3-
fosfato. En estas condiciones de privacioén de comida es importante considerar el hecho de
que la actividad glicerol 3-fosfato aciltransferasa mitocondrial de higado se encuentra
disminuida (Declercq et al., 1982). Se ha observado, sin embargo, que en cultivos de
hepatocitos de ratas, la acumulacién de triacilglicéridos inducida por el etanol no esta

mediada por un incremento en la concentracién de glicerol 3-fosfato (Dich et al., 1983).

*Castro et al. (1987) realizaron nuevos trabajos en los que observaron que
la administracion prolongada de etanol a ratas elimina completamente tanto el incremento
en la sintesis de triacilglicéridos como el incremento en glicerol 3-fosfato inducidos por

el etanol in vitro en hepatocitos aislados de ratas ayunadas. La atenuacién de este efecto
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es dependiente de la duracion de la administracion crénica. La activacion inducida por el
etanol en la sintesis de triacilglicéridos desciende rapidamente tras 10 dias de alimentacién
con etanol. En este cambio adaptativo pueden estar implicados una serie de factores tales
como la atenuacion del cambio inducido por el etanol en el estado redox del higado, junto
con una menor produccion de glicerol 3-fosfato y una mayor oxidacion de 4cidos grasos.
Todo ésto causaria una disminucion en el aporte de estos precursores para la sintesis de

triacilglicéridos (Savolainen et al., 1984).

El etanol también produce cambios en actividades enzimaticas asociadas con
la sintesis de triacilglicéridos. Savolainen (1977) y Lamb et al. (1979), observaron que la
administracion a ratas o hamsters de una dosis aguda de etanol produce un incremento de
la actividad fosfatidato fosfohidrolasa hepatica, no alterandose otras actividades enzimaticas
implicadas directamente en la sintesis de triacilglicéridos (Pritchard et al., 1977; Bjorkhem
and Ostlung, 1979). La administracién cronica de etanol a hamsters (Lamb et al., 1979)
y monos (Savolainen et al., 1984) también produce un incremento de la actividad
fosfatidato fosfohidrolasa. En este caso también incrementa la actividad diacilglicérido
aciltransferasa. “Castro et al. (1987) afiadieron que los cambios més importantes en la
esterificacion de palmitato ex6geno a triacilglicéridos se producen en los primeros 10 dias
de la administracion de una dieta liquida alcohélica, como resultado del incremento en la

actividad fosfatidato fosfohidrolasa producido tras el tratamiento con etanol.

Por todo ésto, hay un acuerdo general de que el consumo agudo y crénico
del etanol incrementa la actividad fosfatidato fosfohidrolasa. El incremento en esta
actividad junto con el aumento, en el caso de ingesta cronica, de la diacilglicérido
aciltransferasa podria a su vez incrementar el potencial del higado para sintetizar
triacilglicéridos. La expresion de este potencial depende del aporte de sustratos al higado
(Brindley, 1987), que son claramente superiores por la presencia de etanol. También se ha
sugerido que los cambios inducidos por el etanol en el estado redox podrian ser

importantes en el incremento de la actividad fosfatidato fosfohidrolasa (Savolainen and
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Hassinen, 1978). Esta hipotesis la apoya el hecho de que el pirazol, inhibidor de 1a alcohol
deshidrogenasa, parcialmente previene el incremento inducido por el etanol en la actividad
fosfohidrolasa en hepatocitos cultivados (Wood and Lamb, 1979). La fosfatidato
fosfohidrolasa esta asociada a la fraccién soluble y particulada de las células de los
mamiferos, la actividad citosdlica es inactiva y se vuelve fisiologicamente activa cuando
se transfiere a los microsomas. Respecto a este punto, Ide y Nakazawa (1987), en un
estudio posterior, observaron que el etanol incrementa la actividad de la enzima citosélica
y microsomal, mientras que el acetaldehido puede estar implicado selectivamente en la

estimulacidn de la fosfatidato fosfohidrolasa citosdlica.

Es posible que la esteatosis producida por el etanol sea parcialmente debida
a una disminucién en la liberacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) por el
higado, como apuntaron Lieber (1974) y Estler (1975). Es probable que una disminucién
en la secrecion de triacilglicéridos desde el higado sea mas acusada a altas dosis de etanol
debido a los efectos hepatotoxicos del etanol y del acetaldehido. Sin embargo, el etanol
puede también estimular la secrecion de VLDL (Titov and Pitsin, 1978), cuando se
administra en dosis moderadas y de manera continuada. Entonces el consumo del alcohol

se asocia con la hiperlipidemia.

IV.4. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LOS LiPIDOS
PLASMATICOS

Los efectos del etanol sobre los lipidos del suero y lipoproteinas son
dependientes de la dosis y modo de administracion, susceptibilidad individual al etanol,
variables genéticas y factores dietarios. La mayoria de los estudios se han realizado en
voluntarios humanos alcohdlicos y no alcohélicos que ingieren alcohol aguda o

moderadamente.
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Taskinen et al. (1982) informaron del patr6n de lipoproteinas que caracteriza
a individuos alcohdlicos con un higado morfoldgico y funcionalmente normal. Describieron
que en estos sujetos el patron se caracteriza por unos niveles normales o ligeramente
disminuidos de lipoproteinas de muy baja densidad-triacilglicéridos (VLDL-TG), niveles
bajos de lipoproteinas de baja densidad (LDL)-colesterol, y unos niveles elevados de
lipoproteinas de alta densidad (HDL)-colesterol. Durante la retirada de alcohol los niveles
de HDL-colesterol retornan a los valores normales en dos semanas, mientras que los
niveles de LDL-colesterol comienzan a incrementarse ligeramente sin alcanzar los valores
normales. Inmediatamente después de la ingesta de alcohol, se observa un claro aumento
en las concentraciones de HDL, y HDL, de sujetos alcoh6licos. Los niveles de HDL, se
incrementaron en un 60% y los de HDL, en un 20% (Taskinen et al., 1982).
Consecuentemente, €l aumento en las HDL-colesterol es debido principalmente a las

HDL,-colesterol.

Son varios los mecanismos implicados en los cambios observados en los
niveles de lipoproteinas. Por ejemplo, uno de ellos implica a las actividades de dos
enzimas lipoliticas que regulan las concentraciones de HDL totales y de las HDL, en
plasma. Estas enzimas son la lipoprotein lipasa (LPL) y lipasa hepatica. Taskinen et al.
(1982) observaron que inmediatamente después de la ingesta de alcohol, la actividad LPL
en la fraccion post-heparina del plasma es superior en un 80% en sujetos alcohdlicos
comparados respecto a los no alcohdlicos. La actividad de la enzima desciende
significativamente después de dos dias de abstinencia y alcanza su valor normal en una
semana. También la actividad lipasa hepética incrementa significativamente en sujetos
alcohdlicos inmediatamente después de beber, aunque los cambios fueron menos marcados
que los de la LPL (Taskinen et al., 1982). La actividad desciende durante la abstinencia,

aunque mas débilmente que la actividad LPL, alcanzando su valor normal en una semana.

Debido a que la actividad LPL regula los niveles de HDL total y HDL, en

plasma, es posible que el incremento observado en las HDL, en sujetos alcohdlicos
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crénicos sea mediado por la induccion de la actividad LPL (Taskinen et al., 1982).
Ademas, la alta actividad de la LPL observada en alcohdlicos cronicos, se asocia con un
aumento en el metabolismo y en la velocidad de transporte de las VLDL, vy
consecuentemente la velocidad de transferencia de los componentes de la superficie de las
VLDL a las HDL también se ve aumentada. Después de la ingesta de alcohol, el
alcohoOlico presenta un catabolismo mas elevado de la fraccion VLDL-TG, que disminuye

en el periodo de abstinencia.

La ingesta crénica de etanol puede ejercer ciertos efectos directos sobre el
metabolismo de las LDL. Se han encontrado bajos niveles de LDL-colesterol en
alcohdlicos cronicos (Sane et al., 1984). Una posible explicacion es que las VLDL no sean

convertidas tan facilmente en LDL en sujetos alcohdlicos.

Otros estudios se han realizado en sujetos no alcohdlicos que ingieren
alcohol de forma aguda, observandose resultados diferentes a los comentados en los
alcoholicos cronicos. De este modo, se ha comprobado que la ingesta de una dosis aguda
de alcohol a corto plazo produce un incremento en las VLDL-TG, en ayunas, (Taskinen
et al., 1985), paralelamente se observa un aumento en los TG de las LDL y HDL. Una
respuesta similar se produce en los niveles de fosfolipidos de las VLDL, LDL, y HDL. Sin
embargo, el contenido en colesterol de las VLDL no se altera tan rapidamente, y los
niveles de colesterol de las HDL y LDL no se afectan durante la ingesta de alcohol. Sin
embargo, se observa que, aunque los niveles de HDL totales permanecen constantes, las
subfracciones de esta lipoproteina si presentan cambios, incrementédndose los niveles de
HDL,, mientras que la concentracion de HDL, permanece invariable (Taskinen et al.,
1985). La respuesta en el incremento de las HDL, fue el resultado de un aumento en el
contenido de sus fosfolipidos, TG, apo-I y apo-II, sin embargo, no se altera su contenido
en colesterol. Para analizar el mecanismo implicado en este resultado se midid la actividad
LPL, y se observé un aumento de la misma, mientras que la actividad lipasa hepética

desciende notablemente. El efecto opuesto de ambas enzimas promueve el incremento de
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la fraccion HDL,.

Los datos sugirieron que la ingesta de alcohol inicialmente estimula la
secrecion de particulas de VLDL que estan cargadas de TG y fosfolipidos y son pobres
en colesterol (Taskinen et al., 1985). La induccion en la actividad LPL produce una rapida
hidrélisis de las VLDL secretadas y una transferencia de su material de superficie a las

HDL. Este fendmeno se refleja en el aumento en los fosfolipidos de las HDL,.

Los estudios realizados en sujetos no alcohdlicos que ingieren alcohol
moderadamente mostraron que, la ingesta de alcohol incrementa la concentracién de apo
Al y apo All, que se asocia con el aumento observado en los niveles plasmaticos de
HDL,, sin embargo los niveles de las restantes lipoproteinas no parecen afectarse. Los
resultados estan en concordancia con los obtenidos por Camargo et al. (1985), y sugieren

que la ingesta moderada de alcohol esta asociada con un aumento en los niveles de HDL,.

Zimmerman et al. (1986), informaron ademas que las concentraciones de
etanol que se alcanzan en el intestino después de la bebida moderada, inhiben
marcadamente la sintesis y secrecion intestinal de triacilglicéridos, sin afectar a la
incorporacion de acidos grasos. Esto puede explicar en parte la falta de efecto observada

en los niveles de VLDL plasmaticos después del consumo moderado.

Muchos estudios epidemiolégicos encontraron una correlacion inversa entre
el bajo y moderado consumo de alcohol y el factor de riesgo coronario. Este efecto
protector del alcohol contra la aterosclerosis se asocia con el aumento observado en la
concentracion de las HDL-colesterol, aumento que habilita un vehiculo para el transporte
de colesterol desde los tejidos periféricos al higado, en el llamado transporte inverso del
colesterol (Gwynne, 1989). En este transporte inverso participa la lecitina: colesterol
aciltransferasa (LCAT). Estudios realizados en primates por Mulligan et al. (1985)

mostraron qué el alcohol (12% de las calorias) aumenta la actividad LCAT, mientras que
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una dosis al 24% inhibe la reaccion de transesterificacion, probablemente como resultado

de cambios en los niveles de sustratos o productos.

Los mecanismos por los que el alcohol incrementa los niveles de HDL-
colesterol han sido comentados con anterioridad. Sin embargo, cabe mencionar en este
momento los trabajos realizados por otros autores considerando otros aspectos. Maruyama
et al. (1986) estudiaron los efectos de la administracion crénica del etanol en ratas sobre
la sintesis hepatica de colesterol y su relacion con el colesterol de las HDL. Concluyeron
que el incremento observado en las HDL-colesterol es principalmente regulado por la
sintesis hepética de colesterol. Esto lo explica el incremento en la actividad de la 3-

hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (HMG-CoA).

De este modo, los niveles aumentados de HDL-colesterol pueden utilizarse
como un instrumento de diagnostico para detectar alcoholismo. Sin embargo, si los
consumidores habituales de alcohol continian ingiriendo etanol durante largo tiempo, las
alteraciones causadas por el dafno hepatico disminuyen los niveles de HDL-colesterol. La
actividad LCAT, que participa en el transporte inverso del colesterol, desciende
progresivamente durante el deterioro hepético como resultado de una alteracién en la
sintesis de enzimas hepaticas. También se produce una reduccion en la concentracién de
apo Al, un importante cofactor en la reaccion catalizada por la LCAT (Sabesin, 1981;
Weidman et al., 1982), que en parte contribuye a un descenso en la concentracién de las
HDL-colesterol. Se ha encontrado (Dubamel et al., 1984) que la relacién HDL,/HDL,

incrementa paralelamente con la funcién hepética alterada.
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Objetivos y Plan de Trabajo

El presente trabajo ha tenido como objetivo principal profundizar en las
acciones bioquimicas del etanol a nivel del metabolismo lipidico hepético. Para ello, se han
utilizado diferentes sustratos lipogénicos que nos permitiran determinar distintas etapas de

las rutas de biosintesis de lipidos neutros y fosfolipidos.

Se llevara a cabo el analisis de la influencia del etanol sobre hepatocitos

aislados de rata en las siguientes situaciones experimentales:

a) Exposici6n de los hepatocitos a la presencia de una concentracién
de etanol 100 mM, muy préxima a la existente tras una ingesta aguda de alcohol.

b) Ingestion prolongada de etanol durante 31 dias, periodo que como
ha sido descrito, es suficiente para la consecucién de un modelo experimental de
alcoholismo crénico.

c) Accién diferencial del etanol in vitro sobre hepatocitos aislados de

ratas controles y de animales sometidos al tratamiento prolongado de etanol.

En cada caso se determinara la composicién lipidica del hepatocito, en
cuanto a niveles de colesterol, triacilglicéridos y fosfolipidos. Ademas, se abordari el
estudio de las diferentes rutas biosintéticas de estos componentes lipidicos a partir de
diferentes precursores metab6licos. Para ello, se seleccionaran sustratos que nos permitan
obtener informacién acerca de la influencia del etanol sobre el recambio de las bases

nitrogenadas de los fosfolipidos, asi como de los acidos grasos y glicerol, constituyentes
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Materiales y Métodos

I. MATERIAL

I.1. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados, de alto grado de pureza, fueron adquiridos
a Merck, Sigma, Boehringer y Fluka mientras no se especifique lo contrario. El material

radiactivo fue suministrado por Amersham International plc.

[.2. MATERIAL BIOLOGICO: ANIMALES DE
EXPERIMENTACION Y ACONDICIONAMIENTO

Para los estudios descritos en esta memoria se han utilizado ratas macho de
la raza Wistar de aproximadamente 200-250 gramos, adquiridas en el estabulario de la
Universidad de Granada. Los animales fueron alimentados ad libitum con una dieta

estandar solida de mantenimiento AO4 (Panlab).

Las ratas se acondicionaron en una habitacién termostatizada a 25°C,
alojandose en jaulas que contenian 4 animales cada una. El ciclo de iluminacién se
control6 mediante un temporizador, programado para mantener ciclos de 12 horas de luz

y 12 horas de oscuridad. La renovacién del aire se mantuvo mediante un extractor automatico.
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1.3. DIETA Y TRATAMIENTO

Para el estudio de los efectos de una administracién prolongada de etanol,
las ratas fueron tratadas con la denominada dieta de Miller (Miller et al., 1980), de la que

estd perfectamente descrito que produce dependencia al etanol.

En todos los casos, las ratas que recibieron el tratamiento presentaban un
peso inicial comprendido entre 150 y 170 gramos. El etanol fue suministrado como dieta
liquida, durante un periodo de 31 dias, aportando el 36% de las calorias totales de la dieta.
Las ratas controles recibieron una dieta similar, con la Gnica excepcion de que el etanol
fue reemplazado isocal6ricamente por carbohidratos (dextri-maltosa). La dieta de Miller,
basada en la formulacion de la dieta de “Lieber y DeCarli (1970), contiene ingredientes
mas econ0micos que ésta, aunque mantiene la misma calidad calérica y nutricional. Una
de las principales ventajas de ésta dieta es la elevada ingesta de alcohol de los animales
tratados, y la posibilidad de control del alimento ingerido por las ratas controles y tratadas.
Los lotes de ratas que recibieron dieta control alcanzaron un peso comprendido entre 250
y 300 gramos, mientras que las que ingirieron una de elevado contenido en etanol no

sobrepasaron los 200 gramos.
Las dietas liquidas se prepararon en nuestro laboratorio diariamente, y por

razones de estabilidad fueron renovadas dos veces al dia para evitar la degradacién y el

enranciamiento de sus componentes.
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A continuacioén se especifica la composicion de la dieta de Miller:

Dieta Control

CHEETHA. s vuvnnvonmsnowensanse bans 42 g/l
LeMetionitg . sonvssssexssnsvssns 0,6 g/l
Accite deMAIZ . onsscenssgansnnns 10,5 g/l
Mezcla de vitaminas AIN 76A .. ... .. 2,1g/
Mezcla de minerales AIN76 ........ 7,3 g/l
BACHIVEA « o nowunsnas iR v g nasn s an 25 g/l
Dextri-iialloRs . » o o500 v o058 550 110 g/l
Carragenato sodico ............... 3 g/
Bitartratode colina ............... 0,4 g/l
Dieta Etanol

LA ssazinsesiesszdssusdnns 42 g/l
LoMeBominl . . vossonnsasnssspnns 0,6 g/l
Aceile de Az «.vcvnsrassvsvnaes 10,5 g/l
Mezcla de vitaminas AIN 76A ....... 2,1 g/
Mezcla de minerales AIN 76 ........ 7,3 g/l
DAL 2 62 o6 IR REBERD Hs BB P804 25 g/l
Dextri-maltosa . « s cssvssvossvnssns 35,4 g/l
Carragenato sédico . .............. 3g/l
Bitartratode colina ............... 0,4 g/l
Etanol (96%) .................... 41,6 g/l

Las mezclas de vitaminas AIN 76A y la de minerales AIN 76, fueron

suministradas por ICN.
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II. METODOS

II.1. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS

II.1.1. Sistema de perfusion

El sistema de perfusion consta de una bomba peristaltica, dos reservorios
(superior e inferior), y un sistema oxigenador constituido por carbégeno (5% CO, : 95%
O,). Previo a su utilizacion, el circuito debe lavarse con EDTA 20 mM (pH=7,4) a 37°C
durante unos 20 minutos. El objeto de este lavado es eliminar los restos de calcio y
colagenasa de perfusiones anteriores. Posteriormente, se limpiard con abundante agua

destilada.

Tal como se muestra en la Figura 1, la perfusion transcurre del siguiente
modo: mediante una bomba peristaltica, el medio se eleva desde un reservorio inferior
hasta un reservorio superior, donde se oxigena mediante carb6geno. Los dos reservorios
se hallan provistos de una doble pared por donde circula agua a 37°C, lo que permite el
mantenimiento continuo de los medios a esta temperatura. Del reservorio superior
desciende el medio hasta el higado a través de la canula de entrada (vena portal), atraviesa
el higado y tiene salida por la vena cava inferior (perfusion aciclica), o por la vena cava
superior (perfusidn ciclica). La perfusién aciclica se realiza en el lavado y la ciclica en la

digestion enzimatica del higado.
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I1.1.2. Soluciones empleadas para el aislamiento de hepatocitos

En el aislamiento de hepatocitos se han utilizado tres medios distintos:
Krebs-Henseleit de lavado, Krebs-Henseleit de perfusion y Krebs-Henseleit de
resuspension. Basicamente poseen la misma composicién que detallamos a continuacién.

Los valores de la tabla muestran los voliimenes necesarios para una perfusion hepatica.

Soluciones Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit
(ml) lavado perfusion resuspension
(400 ml) (88 ml) (800 ml)
CINa 0,9% 288,3 63,4 576,6
NaHCO, 1,3% 64,6 14,2 - 129,2
KCl 1,15% 12,2 2,7 24,4
KH,PO, 2,11% 3,1 0,7 6,2
MgSO,.7H,0 3,82% 3.1 0,7 6,2
CaCl,.2H,0 1,62% --- 3.3 9,1
H,O destilada 28,7 3,0 48,3
-EGTA 8§ mM 4 --- e

A todos los medios se les afiadi6 Hepes hasta una concentracién final 10
mM, con el objeto de facilitar el mantenimiento del pH a 7,4. El medio Krebs-Henseleit

de resuspension fue suplementado ademas con glucosa 10 mM.

Todas las soluciones utilizadas fueron gaseadas previamente con carbogeno
a 37° C hasta alcanzar el pH 7,4.
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I1.1.3. Operacion quirurgica y procedimiento de obtenciéon de

hepatocitos

El método seguido para el aislamiento de células de higado de rata es una

modificacion del descrito por Seglen (1976).

En un primer paso el higado es perfundido con un medio libre de calcio, con
el fin de eliminar el calcio intercelular y facilitar la desconexion celular. Posteriormente
el higado es perfundido de nuevo con un medio que contiene colagenasa, con el objeto de
disolver la matriz intercelular. La colagenasa es una enzima disgregante que requiere

calcio, y por ello este i6n ha de estar presente en el medio de perfusion.

Los animales fueron sacrificados normalmente a las 10:00 horas, habiendo
permanecido previamente en ayuno durante 12 horas. Se anestesiaron con ketamina
mediante una inyeccion por via intraperitoneal de 0,5 ml de una solucién de 100 mg de
ketamina por ml de suero salino al 0,9%. Una vez dormido (aproximadamente en 5

minutos), el animal fue colocado y atado sobre una mesa de operacion.

Tras practicar una incisién abdominal, se desplazaron las asas abdominales
hacia la izquierda para facilitar las posteriores canulaciones. Se pasé un hilo, sin anudar,
por la vena cava inferior, justo por encima de la vena renal, y la vena esplénica fue

anudada para evitar reflujo desde el estdmago y posibles pérdidas de colagenasa.
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Oxigenador

Bomba

Peristaltica

Reservorio

Bano Termostatico

95 % 0,
5 % CO,

FIGURA 1: Esquema del montaje utilizado para la perfusién del higado de rata.
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Una vez canulada la vena porta, se realizé el lavado del higado con la
solucion de Krebs-Henseleit de lavado, libre de calcio y con EGTA, a un flujo de 20-25
ml por minuto. Este primer lavado se llevé a cabo mediante perfusién aciclica durante
unos diez minutos. Es aconsejable un ligero masaje de los 16bulos del higado, para permitir
un completo lavado del mismo, aunque en todo momento, es necesario que los 16bulos

sean manipulados con sumo cuidado para evitar dafio alguno.

Antes de finalizar este lavado, se abri6 la cavidad toracica con rotura previa
del diafragma, y se canul6 la vena cava superior a través de la auricula derecha. Cuando
el higado quedé limpio de sangre, la solucién de lavado fue sustituida por el medio de
perfusion, que contiene calcio, colagenasa A (cuya cantidad varia de acuerdo con el peso
de la rata), e inhibidor de tripsina (aproximadamente 7.5 mg/88 ml de medio de perfusion).
Aunque este dltimo componente no es esencial en el proceso, es conveniente su utilizacién
para evitar posibles dafios de receptores hormonales de la membrana plasmatica celular por
proteasas liberadas durante la disgregacién. A continuacion, se lig la vena cava inferior
por encima de la desviaci6n renal, y se establecié una perfusion ciclica. Con el objeto de
evitar la pérdida del liquido de perfusi6n filtrado a la cavidad abdominal, éste se reciclé
de nuevo hasta el reservorio superior. La completa digestion del higado se realiz6

habitualmente en un periodo de 10-15 minutos.

Terminada la perfusion, el higado fue separado de la cavidad abdominal, y
depositado con sumo cuidado en una placa Petri (90 mm de diametro) que contenia medio
de resuspension. Con la ayuda de un peine de plastico, se rasg6 cuidadosamente la capsula
de Glisson permitiendo la liberacion de las células. Las partes no disgregadas fueron

eliminadas.

La suspension de células se filtré dos veces a través de una malla de nylon
de 250 pmetro de didmetro de poro. Con el objeto de obtener una suspension de
hepatocitos més purificada, el filtrado fue sometido a un gradiente de Percoll (Pharmacia).

Para ello, sobre el filtrado de hepatocitos se aplicé el Percoll (1,08 mg/ml), en una relacién
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10 ml filtrado/20 ml Percoll. Las células viables se separaron de las no viables después de
una centrifugacién a 30000xg durante 15-30 minutos, en una centrifuga refrigerada
Beckman J2-21. Las células viables, que aparecen en la parte inferior del tubo de
centrifuga (Figura 2), fueron recogidas por aspiracion con una pipeta de plastico y lavadas
dos veces con el medio de resuspension a 50xg durante 3 minutos en una centrifuga de

mesa (Beckman, modelo TJ-6), para la eliminacion total del Percoll.

Percoll
N0z S | Células no viables
15-30 min.
o @
‘e =" Filtrado de
L ]
RPN s ® % | Calulas viables
N hepatocitos

FIGURA 2: Purificacién de los hepatocitos viables por centrifugacion en gradiente
de Percoll.

Tras conseguir la suspensién de hepatocitos mas purificada, las células
fueron resuspendidas en el medio de incubacion, gaseadas y colocadas en un frasco de

cultivo. Seguidamente se procedi6 a su recuento.
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I1.1.4. Recuento y viabilidad celular

Cuando las células se aislan a partir de un tejido, es necesario determinar
su viabilidad antes de su uso. La mayoria de los ensayos de viabilidad se basan en la
determinacion de la permeabilidad de la membrana, ya que es evidente que una célula con

una membrana permeabilizada ha sufrido un dafo severo e irreversible.

La viabilidad de la suspension de hepatocitos fue determinada mediante el
test de exclusion del azul de tripan. Para realizarlo se afadieron 50 pl de una solucién al
0,1 % de azul de tripan preparado en PBS a 50 pl de la suspensi6n celular. Tras esperar

5 minutos, las células se dispusieron en una camara de recuento.

Las células no viables presentaron una elevada coloracién azul, con los
nicleos fuertemente tefiidos. La viabilidad se midié como el porcentaje de células que

excluyeron el azul tripan.

Para la determinacién de nimero de células por ml, se us6 la siguiente

férmula (valida para cualquier cdmara de recuento):

Ct

Células | ml=——————
SxPxD

En donde:
Ct: Células totales contadas
S: Superficie contada (cm?)
P: Profundidad de la cdmara (cm)
D: Dilucién
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En todos los casos se rechazaron las suspensiones cuya viabilidad no fue
superior al 90 %. Finalmente, tras el contaje se ajusté la concentracion celular hasta 5x10°

de células/ml de medio de Krebs-Henseleit de incubacion.

II1.2. ANALISIS DE LOS LIPIDOS

I1.2.1. Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se realiz6 segiin el método de Folch et al. (1957).
A las células sedimentadas se les afadié 3 ml de una mezcla cloroformo:metanol (2:1).
Los tubos se agitaron vigorosamente durante 2 minutos y se les afiadié 2 ml de CIH 0,1N.
El CIH facilita la perfecta separacion entre la fase acuosa y cloroférmica. Los tubos se
agitaron de nuevo y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga de
mesa refrigerada. Tras la centrifugacion aparecen dos fases claramente diferenciadas
separadas por una interfase proteica. La fase acuosa (superior) se desechd, y la fase
cloroférmica (inferior) se separ6 de la interfase de proteinas mediante decantacion, y se
llevé a sequedad bajo corriente de nitrégeno. El extracto lipidico se resuspendié en un
volumen adecuado de cloroformo que contenia 2,6-diter-butil-4-metilfenol al 0,05%, con
objeto de prevenir la peroxidacion de los lipidos. Las muestras fueron guardadas a -30°C

hasta su utilizacion.

I1.2.2. Determinacion de colesterol

Para la determinacion del colesterol, tanto libre como total, se utilizaron test
comerciales de la firma Boehringer-Mannhein. Esta técnica se basa en una serie de
reacciones enzimaticas. Para la determinacién del colesterol total, se utiliza la colesterol

esterasa, que actia sobre los ésteres del colesterol, permitiendo que todo el colesterol
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presente en la muestra aparezca de forma libre, el cual en presencia de colesterol oxidasa
producira 4-colestenona y peroxido de hidrégeno. Este en presencia de 4-aminofenazona
y fenol, y por la accion de una peroxidasa da lugar a un compuesto coloreado denominado
(4-(p-benzoquinona-monoamino)-fenazona), cuya absorbancia medida a 500 nm es

proporcional a la cantidad de colesterol presente en la muestra.

El fundamento utilizado para la cuantificacién del colesterol libre es el
mismo, s6lo que, en este caso, la muestra no se somete a la accion de la colesterol

esterasa.

Para la determinacion del colesterol total o libre, se tomaron alicuotas de 25
y 50 ul del extracto lipidico. Debido a que el reactivo usado para las determinaciones es
insoluble en un medio apolar, las alicuotas lipidicas se evaporaron bajo corriente de
nitrogeno y se resuspendieron en 25 ul de isopropanol. Simultaneamente, se prepararon
tres tubos con 12, 25 y 50 pg de una solucion estandar de colesterol (1 mg/ml), que fueron
procesados de forma idéntica a los problemas. Posteriormente, se afadieron 2 ml del
reactivo correspondiente a cada tubo y se incubaron 10 minutos a 37°C. Transcurrido este
tiempo se midi6 la absorbancia del compuesto coloreado a 500 nm en un

espectrofotometro Beckman DU-70.

La concentracion de colesterol total o libre, se calculd a partir de la formula

siguiente:

DO x a x VI
Vit x P

pg colesterolf10°célula=
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En donde:

DO: Densidad éptica media de la muestra problema.

a: Pendiente de la recta de regresién obtenida para la curva patrén por minimos
cuadrados (ug/DO).

VI: Volumen del extracto lipidico expresado en ml.

Vt: Alicuota del extracto lipidico utilizado en la colorimetria expresado en ml.
P: Concentracién de células expresada en millones de la que se parte para la

extraccion de lipidos.

La concentracion de colesterol esterificado se calculd restando el colesterol

libre al colesterol total.

I1.2.3. Determinacion de triacilglicéridos

Para la determinacion de triacilglicéridos se utiliz6 un test comercial de la
firma Boehringer-Mannheim. Esta técnica se basa en la hidrélisis enzimatica de los
triacilglicéridos y la subsiguiente determinacion enzimatica del glicerol formado mediante
reaccion colorimétrica. Para ello, se utiliza la lipasa, que actiia sobre los triglicéridos
produciendo glicerol. Este reacciona con la glicerol quinasa y se transforma en glicerol
3-fosfato, el cual en presencia de la glicerol 3-fosfato oxidasa formara dihidroxiacetona
fosfato. El per6xido de hidrogeno formado en la reaccién anterior en presencia de
4-aminofenazona y 4-clorofenol y debido a una peroxidasa, da lugar a un compuesto
coloreado denominado 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona que se cuantifica mediante
espectrofotometria a 500 nm, siendo la absorbancia proporcional a la cantidad de

triglicéridos presentes en la muestra.

Para la determinacion de triglicéridos, se tomaron alicuotas de 25 y 50 ul
del extracto lipidico, que fueron evaporadas bajo corriente de nitrogeno y resuspendidas

en 25 ul de isopropanol. Simultdneamente, se prepararon tres tubos con 15, 25 y 50 pg
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de un patrén de triglicéridos (2 mg/ml), que fueron procesados de forma idéntica a los
problemas. A continuacion, se afiadieron 2 ml de reactivo a cada tubo y se incubaron a
25°C durante 10 minutos. Posteriormente, se determin0 la absorbancia del compuesto

coloreado a 500 nm.

La concentracion de triglicéridos se calculd a partir de la férmula siguiente:

DO x a x VI
Vt x P

pg triglicéridos/10°célula=

En donde:

DO: Densidad 6ptica media de la muestra problema.

a: Pendiente de la recta de regresion obtenida para la curva patrén por minimos
cuadrados (ug/DO).

VI: Volumen del extracto lipidico expresado en ml.

Vi: Alicuota del extracto lipidico utilizado en la colorimetria expresado en ml.
P: Concentracién de células expresada en millones de la que se parte para la

extraccion de lipidos.

I1.2.4. Separacion de fosfolipidos

La separacion de los diferentes fosfolipidos se realiz6 mediante

cromatografia en capa fina, segin la técnica de Higgins (1987).

Se utilizaron placas de silica gel sobre cristal de 20x20 cm de tipo 60 G. Las
muestras se colocaron a 1,5 cm del borde inferior de la placa. El desarrollo de las placas

se llevé a cabo en cubetas de vidrio previamente saturadas con el liquido de desarrollo
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constituido por la mezcla cloroformo:metanol:acido acético glaciar:agua desionizada
(60:50:1:4). Se realiz6 una cromatografia ascendente convencional, dejando que el solvente
llegara al extremo superior de la placa. Posteriormente, fueron reveladas en una campana
saturada con yodo. Tras el revelado, se rasparon las zonas correspondientes a los distintos

fosfolipidos y se almacenaron para su analisis posterior.

11.2.4.1. Determinacion del fésforo lipidico

Para la determinacion del fosforo lipidico total y de fosfolipidos, se sigui6

el método de Fiske y Subbarrow (1925) modificado por Bartlett (1959).

Este método se basa en la reaccion del fosfato presente en la muestra con
el acido molibdico para formar el acido fosfomolibdico. Este se reduce selectivamente por
adicion del acido 1-amino-2-naftol-3-sulfénico para dar un color azul oscuro, cuya
intensidad medida a 830 nm es proporcional a la cantidad de fésforo presente en el

extracto lipidico.

Para poder extrapolar las concentraciones a partir de las densidades Gpticas
de la muestra, se utilizo una solucion patron de fosfato disddico en agua desionizada para

conseguir una concentracion de 10 pg/ml de fdsforo.

Para la determinacion del f6sforo total, se tomaron alicuotas de 25 y 50 ul
del extracto lipidico que se dispusieron en tubos graduados de 10 ml, lavados previamente
con un detergente especial exento de fosfatos. Para la curva patron se prepararon tres tubos
con 0,15, 0,3 y 0,6 ml respectivamente de la solucion patrén de fésforo. A todos los tubos
se les anadi6 1,2 ml de acido percldrico al 70% y dos gotas de una solucién de molibdato
amoénico al 5% en acido sulfiirico 2 M. A continuacion, los tubos se completaron hasta 2
ml con agua desionizada. Los tubos se agitaron con suavidad y se dispusieron tapados con

bolas de cristal en un bafo de arena (Selecta) a 180°C durante 30 minutos. Transcurrido
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este tiempo, se sacaron los tubos del bafio y se dejaron enfriar, se les afiadié 0.4 ml de una
solucién de molibdato amoénico al 5% en acido sulftrico 2 M y 0,4 ml del reactivo de

Fiske y Subbarrow, preparado de la siguiente forma:

1-Amino-2-naftol-3-sulfénico ............... 05g
Metabisulfito sodico . . . ....... ... ... ... 30g
Sulfito soédico anhidro . ................... 3g
Agua desionizada (csp) . ......... ... ... 250 ml

Para facilitar la disolucion de este reactivo es preciso calentar al bafio maria.

Finalmente, se completaron los tubos hasta 5 ml con agua desionizada. Se
agitaron suavemente y se colocaron (tapados con bolas de vidrio) a bafio maria a 100°C
durante 15 minutos hasta la completa aparicién del color azul. Una vez frios los tubos, se

determinaron las densidades Opticas en un espectrofotometro Coleman ¢/20 a 830 nm.

Para la determinacion del fésforo correspondiente a cada uno de los
fosfolipidos, se rasparon de las placas de silica gel cada una de las zonas correspondientes
a los fosfolipidos, y sobre el silica gel se afiadieron los reactivos procediendo de igual
manera que en el caso de la determinacion del f6sforo total. En este caso es conveniente
centrifugar los tubos a 2500 rpm durante 10 minutos, con el objeto de sedimentar el silica

gel antes de medir densidades Opticas en el espectrofotémetro.
Las concentraciones de fosforo total y de los distintos fosfolipidos se han

expresado como pg de fésforo lipidico por 10° de célula, de acuerdo con la siguiente

formula:
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DO x a x VI
Vt x P

ug fosforo/10%célula=

En donde:

DO: Densidad 6ptica media de la muestra problema.

a: Pendiente de la recta de regresién obtenida para la curva patrén por minimos
cuadrados (ug/DO).

VI: Volumen del extracto lipidico expresado en ml.

Vi: Alicuota del extracto lipidico utilizado en la colorimetria expresado en ml.

P: Concentracién de células expresada en millones de la que se parte para la

extraccion de lipidos.

IL.3. EFECTO DEL ETANOL SOBRE EL METABOLISMO
LIPIDICO EN HEPATOCITOS

En este apartado se ha llevado a cabo el estudio del metabolismo lipidico
en el hepatocito, asi como de los efectos del etanol sobre dichos procesos. Para ello, se ha
estudiado la incorporacién de distintos tipos de precursores metabdlicos marcados

radiactivamente a las diferentes especies lipidicas.

En todos los casos las incubaciones fueron efectiadas de la siguiente
manera: se colocaron alicuotas de 1 ml de la suspension celular inicial de 5x10° células/ml
en frascos de cultivo de 25 cm” y se les adicion6 0,7 ml de Krebs-Henseleit de incubacién
y 0,5 ml de una soluci6n de albimina bovina exenta de 4cidos grasos (BSA) hasta una
concentracion final del 1,5%. Paralelamente, y con objeto de determinar el efecto del
etanol in vitro sobre la incorporacion de sustratos marcados a las distintas especies

lipidicas, se realizaron incubaciones segiin la forma indicada anteriormente, pero afiadiendo
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0,2 ml de Krebs-Henseleit de incubacién y 0,5 ml de una solucién 0,5 M de etanol, de

modo que la concentracion final de etanol en el medio fuera 100 mM.

Los frascos asi preparados se gasearon con carbOgeno y se cerraron,
preincubandose a 37°C durante 2 horas y media en una bafio Gallenkamp con agitacién

constante (80 oscilaciones por minuto).

Transcurrido este tiempo, la reacciones individuales se iniciaron con los
diferentes sustratos marcados isotOpicamente, afiadiendo los volimenes adecuados de cada
uno de los sustratos radiactivos para conseguir un volumen final de 2,5 ml en la mezcla
de incubacion. Los frascos de cultivo se volvieron a gasear de nuevo con carbégeno y se

incubaron a 37°C durante 30 minutos.

A continuacion, se especifican las concentraciones de los sustratos para cada
incubacion en concreto:

Sustrato marcado

[1(3)’H] glicerol .. 200000 dpm/nmol a una concentracién final en el

medio de incubacién 50 uM.

°H oleato .. ..... 26500 dpm/nmol a una concentracioén final en el

medio de incubacién 100 uM.

L-[3-°H] serina ... 150968 dpm/nmol a una concentracién final en el

medio de incubacion 50 uM.

[1-°H] etanolamina 119920 dpm/nmol a una concentracién final en el

medio de incubacién 40 uM.

[metil-"*C] colina . . 32667 dpm/nmol a una concentracién final en el

medio de incubacién 50 uM.

En los tres dltimos casos, la reaccion se inici6 ademas con el volumen

adecuado de metionina para conseguir una concentracién final 50 uM.
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Las reacciones se detuvieron introduciendo los frascos de cultivo en un bafio
de agua-hielo y afadiendo 7,5 ml de medio Krebs-Henseleit frio. Las células se recogieron
centrifugando a 50xg durante 5 minutos en una centrifuga de mesa refrigerada. Con objeto
de eliminar la radiactividad no incorporada, las células fueron lavadas dos veces con 10
ml de medio, realizandose a continuacion una extraccién de lipidos y cuantificando

posteriormente la radiactividad asociada a las distintas fracciones lipidicas.

A continuacion indicamos detalladamente y para cada incubacién en
particular, las distintas fracciones lipidicas a las que se incorpora cada sustrato marcado,
asi como la metodologia utilizada para la separacion de los distintos componentes de

interés en cada caso.

I1.3.1. Incorporacién de [1(3)°H] glicerol

El glicerol marcado se incorpora tanto a lipidos neutros como a fosfolipidos.
Por ello, se realizaron, tras la extraccién de lipidos, las correspondientes cromatografias
en capa fina con el objeto de separar los distintos componentes lipidicos a los que se

incorpora este sustrato y que por lo tanto aparecen marcados radiactivamente.

Para la separacion de los fosfolipidos se sigui6 el método cromatografico

descrito con anterioridad en el apartado I1.B.2.4.

La separaci6n de los lipidos neutros se realiz6 mediante cromatografia en

capa fina, segin la técnica de Lichtenstein y Brecher (1980).

Se utilizaron placas de silica gel 60G sobre cristal de 20x20 cm. El
desarrollo de las placas se llevo a cabo en cubetas de vidrio previamente saturadas con el
liquido de desarrollo constituido por la mezcla n-hexano:éter etilico:acido acético glacial

(70:30:1). Se realiz6 una cromatografia ascendente convencional, dejando que el solvente
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llegara al extremo superior de la placas. Posteriormente, las placas se revelaron en una
campana saturada con yodo. Tras eliminar el yodo, las zonas correspondientes a los

distintos lipidos neutros se rasparon y se recogieron para su anélisis posterior.

I1.3.2. Incorporacion de *H oleato

En este apartado, hemos de considerar en primer lugar la preparacién del
oleato marcado, a partir del 4cido graso libre marcado isotopicamente. Para ello, se siguid
el método descrito por Stremmel and Berk (1986). A 14 ul de 4cido oleico no radiactivo
(100 mg/ml) se afiadi6 3,3 ml de 4cido °H oleico (40x10° dpm/ml). La mezcla se agit6 con
cuidado y se evapord bajo corriente de nitrégeno. El sedimento se resuspendié con 500
ul de NaOH 0.02 M, para conseguir una relacién de 5 pmol de oleico/10 pmol de NaOH.
Se agit6 con precaucion y se adicioné 500 ul de BSA a una concentracién adecuada para
obtener la relacion oleato:albimina deseada (en este caso 1:1). La mezcla asi preparada,

contenia oleato con una actividad especifica de 26500 dpm/nmol.

Transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccién se detuvo, como hemos
mencionado anteriormente, introduciendo los frascos en una bafio de agua-hielo y
afadiendo 7,5 ml de Krebs-Henseleit suplementado con floretina 250 uM y BSA al 0,1%.
La floretina es un inhibidor eficiente de los sistemas de transporte celular, y €n nuestro
caso es utilizado para detener el influjo y eflujo del acido graso, eliminando de esta
manera el ligando asociado a membrana pero no el transportado. De este modo la
radiactividad detectada en el 4cido graso se corresponde exclusivamente con el introducido

en la célula.

Las células fueron sedimentadas centrifugando a 50xg durante 10 minutos.
Posteriormente fueron lavadas dos veces, como en el resto de las otras incubaciones, con
la Ginica excepci6n de que el primer lavado se realizé con 10 ml de la misma solucién de

parada, y el segundo lavado se llev6 a cabo con 10 ml de Krebs-Henseleit exento de BSA
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y floretina. A continuacion, se efectué la extraccion e identificacion de los lipidos
celulares, realizando las correspondientes cromatografias en capa fina para la separacion

de los distintos fosfolipidos y lipidos neutros.

11.3.3. Incorporacion de L-[3-°H] serina

Tras finalizar la incubacion, se realiz6 la extraccion de los lipidos, y debido
a que la serina marcada se incorpora tanto a lipidos neutros como a fosfolipidos, se

realizaron las correspondientes cromatografias en capa fina.

11.3.4. Incorporacién de [1-°H] etanolamina

Tras finalizar la incubacion, se procedi6é a realizar la extraccién lipidica,
segun el protocolo anterior con alguna modificacion. La variacién reside en que se afade
0,5 ml de CIH 0,1 N (en lugar de 2 ml), con objeto de concentrar las fases acuosas, puesto
que en el caso de incorporacién de etanolamina marcada, también se cuantifica la
radiactividad incorporada a los intermediarios solubles de la reaccién: CDP-etanolamina,

fosfoetanolamina y etanolamina.

Para ésto dltimo, se ha seguido el procedimiento descrito por Wang y Moore
(1991) ligeramente modificado. En primer lugar se recogieron las fases acuosas y se les
afiadieron portadores de los distintos compuestos a separar, con objeto de facilitar su
separacion y posterior identificacién. Asf, a 0,2 ml de fase acuosa se afiadieron 0,8 mg de
etanolamina y de fosfoetanolamina, y 0,3 mg de CDP-etanolamina. De la mezcla asi
preparada, se tomaron 50 pl que se dispusieron en el borde inferior de una placa de silica
gel 60 G (Whatman). El desarrollo de las placas se llevb a cabo con el liquido de
desarrollo constituido por una mezcla de 96% etanol: 3% amoniaco (1:2). Tras revelar en

una campana de yodo, se identificaron las bandas correspondientes a los diferentes
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compuestos solubles y se rasparon, guardandose para su posterior analisis.

También, se desarrollaron cromatografias para separar a los diferentes
fosfolipidos pero no a los lipidos neutros, debido a que la etanolamina se incorpora
exclusivamente a fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina. Para la determinacion y
cuantificaci6n de la incorporaci6n a cada fosfolipido se procedi6 igual que en incubaciones

anteriores.

Ademas, puesto que la fosfatidiletanolamina puede convertirse en
fosfatidilcolina por sucesivas etapas de metilacién, se determiné también la actividad
fosfatidiletanolamina-metiltransferasa. Para ello, se realizaron cromatografias para separar
a los productos iniciales, intermedios y finales de esta reaccién: fosfatidiletanolamina,
fosfatidil-N-monometiletanolamina, fosfatidil-NN-dimetiletanolamina y fosfatidilcolina,
segun el método de Marino et al. (1986). Se utiliz6 una alicuota del extracto lipidico (100
ul), a la que se le afiadi6 0,04 mg de fosfatidil-NN-dimetiletanolamina y 0,08 mg de
fosfatidil-N-monometiletanolamina como portadores, con el objeto de facilitar el desarrollo
de la placa y la posterior identificacion de los compuestos por revelado con yodo. De la
muestra asi preparada, se tomé 50 ul y se realizé una cromatografia en capa fina con el
liquido de desarrollo constituido por la mezcla cloroformo: metanol: acido acético glaciar
(70:30:4). Posteriormente, se identificaron y se rasparon las bandas correspondientes a los

productos que se deseaban aislar.

I1.3.5. Incorporacion de [metil-'*C] colina

La colina marcada se incorpora a fosfatidilcolina y a los intermediarios
solubles de la ruta de Kennedy. Por ello, se realizaron cromatografias para la separacion
de fosfolipidos (de las cuales se raspé exclusivamente la fosfatidilcolina), y para la
separacion de los compuestos solubles de la reaccién. Estas dltimas, se realizaron segin

el método propuesto por Vance et al. (1981) ligeramente modificado. En primer lugar se
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prepararon las fases acuosas con portadores apropiados para favorecer la separacién de los
distintos compuestos. Para ello, a 0,5 ml de fase acuosa se afadieron 2 mg de fosfocolina
y 1,5 mg de colina y de betaina. De la mezcla asi preparada, se tomaron 50 pl que se
dispusieron en el borde inferior de una placa de silica gel 60 G (Whatman). Se
desarrollaron mediante un liquido de desarrollo constituido por la mezcla metanol: CINa
0,6%: amoniaco (50:50:5), y se rasparon las zonas correspondientes a los diferentes

compuestos solubles.

I1.3.6. Determinacion de la radiactividad incorporada a las diferentes

especies lipidicas

Para la determinaci6n de la incorporacién de los distintos sustratos marcados
radiactivamente a cada fraccién lipidica se procedi6 de la siguiente manera: Las bandas
raspadas de las placas correspondientes a las diferentes especies lipidicas y sustratos
solubles, se colocaron en viales de centelleo, y se les anadi6 3 ml del liquido de centelleo
Ready Safe (Beckman).

Los viales se agitaron vigorosamente y fueron colocados en un contador de
centelleo liquido (Beckman 6000-TA), donde se procedi6 a la medida del contenido en *H

o C de cada una de las muestras.

Para la cuantificacion de la incorporacién a cada fosfolipido o lipido neutro

se utilizo la siguiente expresion:

I——%
Ae:dpm[sH]mel
" VtxRextxP
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En donde:

A.e.: actividad especifica expresada como pmol de sustrato incorporados por minuto
y 10° célula.

dpm [H]m: desintegraciones por minuto de la medida del *H contenido en la
muestra.

VI: Volumen del extracto lipidico expresado en ml.

Vi: Alicuota del extracto lipidico utilizado en las cromatografias expresado en ml.

Re: Radiactividad especifica del sustrato expresada en dpm/pmol.

t: Tiempo de incubacién expresado en minutos.

P: Concentracién de células expresada en millones de la que se parte para la
extraccién de lipidos.

I1.3.7. Estudio del catabolismo de fosfatidilcolina

Se realizaron una serie de experimentos en los que se incubaron durante 1
hora y media a 37°C, 70x10° de hepatocitos junto con BSA (1,5%), [metil-**C]colina
(67690 dpm/nmol a una concentracién final de 50 uM) y metionina 50 uM, en un Krebs-
Henseleit de incubacién. Todo se adiciona en volimenes apropiados para tener 14 ml de
incubaci6n. Transcurrido el tiempo de esta incubacion, se detuvo la reaccién y las células
fueron lavadas dos veces. Las células sedimentadas tras el segundo lavado, se
resupendieron en un medio de Krebs-Henseleit de incubacién con 3 mM de metilpirazol.
De estas células, se tomaron alicuotas de 4x10° y se colocaron en frascos de cultivo, a los
cuales se les adicion6 un volumen determinado de Krebs-Henseleit con metilpirazol para
conseguir un volumen final de incubacién de 2 ml. Simultineamente, se realizaron
incubaciones en las mismas condiciones, pero con etanol a una concentracién final de 100
mM. Los frascos de cultivo asi preparados, se incubaron durante 30 minutos, 1 y 2 horas
a 37°C. Transcurridos los correspondientes tiempos, las células fueron sedimentadas a 50xg
durante 5 minutos, se guardaron los sobrenadantes de esta centrifugacin para su posterior

analisis. Sobre el sedimento celular se realizé una extraccién de lipidos con 3 ml del
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reactivo de Folch y 1 ml de CIH 0,1 N. Se recogieron para su posterior analisis las fases
acuosas de las extracciones lipidicas. Las fases clorof6rmicas se evaporaron bajo corriente

de nitrgeno y se resuspendieron en un volumen apropiado de cloroformo, del cual se

tomaran alicuotas para su posterior procesamiento.

A continuacién, se determinaron las dpm correspondientes a colina presente

en el medio de incubacién, colina intracelular y fosfatidilcolina.

94



RESULTADOS



Resultados

I. INFLUENCIA DEL ETANOL IN VITRO SOBRE EL
METABOLISMO LIPIDICO EN HEPATOCITOS

El higado juega un papel central en el metabolismo lipidico, siendo el tejido
mas adecuado para el estudio de los mecanismos de control de estos procesos. La
incubacion de suspensiones de células aisladas en presencia de diferentes precursores
metabolicos permite el estudio de las principales rutas del metabolismo lipidico. En el
presente trabajo, destinado a elucidar las acciones especificas del etanol in vitro sobre
diversas rutas del metabolismo lipidico, hemos utilizado como material de trabajo
hepatocitos aislados de ratas macho Wistar, las cuales recibieron una dieta estandar. La
utilizacién de suspensiones celulares presenta grandes ventajas para el estudio de las
interacciones bioquimicas a nivel celular producidas por agentes exdgenos. Ademas, el
empleo de células intactas supone una gran ventaja, a la hora de interpretar los resultados,
respecto a la utilizacion de fracciones subcelulares, ya que pueden ser consideradas
sistemas cuyo comportamiento serfa extrapolable al que presenta el 6rgano completo in
vivo. Sin embargo, el estudio de etapas metabélicas individuales ofrece dificultades por la
diversidad de rutas que ocurren simultdneamente, en conexién con la etapa de estudio. Por

ello, se ha abordado el estudio del efecto que produce el etanol in vitro sobre la regulacién

global de diferentes rutas.

La viabilidad celular en todos los experimentos fue superior al 90%. Los
hepatocitos se preincubaron en las condiciones especificadas en el capitulo de Material y

Meétodos en presencia o ausencia de etanol. La concentracion de etanol usada fue de 100
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mM, ya que experimentos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio mostraron que
€sta es una concentracion no toxica para las células durante el periodo de incubacién al
que son sometidas. Posteriormente, se realizaron las incubaciones con los distintos
sustratos metabdlicos marcados radiactivamente con *H o C. Tras finalizar el periodo de
incubacion, se llevo a cabo la separacién de los lipidos correspondientes, analizando el
efecto del etanol sobre la incorporacién de los diferentes precursores metabélicos a los

distintos componentes lipidicos de la célula.

Este estudio se ha ampliado al analisis del efecto del etanol sobre los niveles

de los componentes lipidicos mayoritarios del hepatocito.

I.1. COMPOSICION LIPIDICA

Exponemos en primer lugar, los resultados obtenidos acerca de la influencia
del etanol in vitro sobre la composicion lipidica en hepatocitos aislados de higado de rata.
Concretamente, se han determinado los niveles de colesterol total, libre y esterificado, asi

como los niveles de triacilglicéridos y de los fosfolipidos individuales.

I.1.1. Niveles de colesterol y triacilglicéridos

En la Tabla I se muestra el efecto del etanol in vitro sobre los niveles de
colesterol y triacilglicéridos en hepatocitos aislados de higado de rata, expresados como

ug de colesterol o triacilglicéridos por millon de células.

Se puede apreciar que el etanol, a concentracién 100 mM, tras un periodo

de incubaci6on de 150 minutos, produce un notable aumento en los niveles de
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triacilglicéridos, que varian desde 24 hasta valores de 33 ug/10° de células. Sin embargo,
no se observa variacion alguna en los niveles de colesterol total, libre o esterificado por

efecto del etanol.

TABLA 1

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LOS NIVELES DE COLESTEROL Y
TRIACILGLICERIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Concentracién Etanol (mM)

0 100
Colesterol total 11,89 += 0,94 13,08 = 0,80
Colesterol libre 8,74 + 0,51 9,03 + 0,40
Colesterol esterificado 3,16 £ 0,78 4,05 = 0,69
Triacilglicéridos 24,27 + 1,78 33,38 = 2,66°

p<0,0100.
*p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son
media de dieciocho determinaciones * S.E.M., expresados como upg de colesterol o

triacilglicéridos por millén de células.
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I.1.2. Niveles de fosfolipidos

Segun se observa, la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina son los dos
fosfolipidos mayoritarios (40% y 30% respectivamente), mientras que la fosfatidilserina

y el fosfatidilinositol representan un 15% cada uno de los fosfolipidos hepaticos totales.

En la Tabla II, se muestran los valores obtenidos tras la determinacién de
fosforo lipidico de los distintos fosfolipidos en hepatocitos incubados en presencia o
ausencia de etanol, expresados como pg de fésforo lipidico por millén de células. Segiin
se puede observar, la exposicién de hepatocitos al etanol no afecta de modo significativo

a los niveles de ninguno de los fosfolipidos analizados.

TABLA 11

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LOS NIVELES DE FOSFOLIPIDOS EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Concentracién Etanol (mM)

0 100
Fo_sfatidilcolina 3,30 £ 0,12 3,05 £ 0,11
Fosfatidilserina 1,25 * 0,13 1,01 £ 0,12
Fosfatidilinositol 1,26 = 0,06 1,13 £ 0,05
Fosfatidiletanolamina 2,47 £ 0,04 2,58 + 0,06

Los resultados son media de doce determinaciones + S.E.M., expresados como ug de

f6sforo lipidico por millén de células.
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[.2. INCORPORACION DE PRECURSORES METABOLICOS A LOS
DIFERENTES COMPONENTES LIPIDICOS

Se ha llevado a cabo el estudio de los efectos del etanol in vitro sobre la
incorporacion de distintos sustratos lipogénicos marcados radiactivamente a diferentes
componentes lipidicos. Para ello, se han utilizado sustratos de diferentes caracteristicas que
permiten determinar un aspecto particular de las rutas de biosintesis de lipidos neutros y

fosfolipidos.

Como componente esencial de lipidos complejos se ha utilizado glicerol
marcado, puesto que la incorporacion de este sustrato permitira determinar de modo global
la velocidad de biosintesis de fosfolipidos y triacilglicéridos. Para el estudio especifico de
los procesos de desacilacion/reacilacion de los diferentes componentes lipidicos, se ha

elegido como sustrato marcado el acido oleico.

Finalmente, se han realizado incubaciones con bases polares especificas, con
el objeto de clarificar la accién que ejerce el etanol sobre determinados aspectos de las
principales rutas de biosintesis de fosfolipidos. De este modo, las incubaciones realizadas
con etanolamina o colina marcada, constituyen un modelo adecuado para el estudio de la
ruta de Kennedy que sintetiza fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina, via CDP-etanolamina
0 CDP-colina respectivamente. Al utilizar como sustrato marcado etanolamina, se obtendra
ademas informacion del proceso de sintesis de fosfatidilcolina por metilacion sucesiva de
la fosfatidiletanolamina. La serina marcada se ha utilizado principalmente para el analisis
de la ruta que sintetiza fosfatidiserina a través de una reaccion de intercambio de bases,
aunque al mismo tiempo proporciona datos experimentales acerca de la descarboxilacién
mitocondrial de fosfatidilserina para producir fosfatidiletanolamina, y de la metilacién

microsomal de esta fosfatidiletanolamina.
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1.2.1. Incorporacion de [1(3)°H] glicerol

Se ha comentado ampliamente en el capitulo de Introduccién que a partir
del glicerol, via acil glicerol 3-fosfato, se forma 4cido fosfatidico, que posteriormente se
transforma en diacilglicéridos. Estos, son los precursores comunes para la biosintesis de
fosfolipidos y triacilglicéridos, y por ello al incubar con glicerol marcado aparece

radiactividad asociada a un gran niimero de componentes lipidicos.

Se ha analizado el efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de
glicerol marcado isotopicamente a lipidos neutros y fosfolipidos en hepatocitos. Los
resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla III, expresados como pmoles

incorporados de glicerol por minuto y millén de células.

Cuando se analiza la incorporacién de glicerol a la fraccién de lipidos
neutros, en ausencia de etanol, se puede observar como la incorporacion de este precursor
a la fraccion de triacilglicéridos es claramente superior a la existente en diacilglicéridos.
El etanol, por otra parte, incrementa de manera significativa la incorporacién a
diacilglicéridos y triacilglicéridos, aunque este aumento es especialmente marcado en esta
altima fraccion, que exhibe niveles de incorporacién netamente superiores en presencia de

etanol.

En la misma tabla, aparecen recogidos los valores de radiactividad asociada
a los distintos fosfolipidos tras la incubacién con glicerol, en presencia o ausencia de
etanol. Especialmente importante resulta la incorporacién de glicerol a fosfatidilcolina, que
es muy superior a la encontrada en fosfatidiletanolamina. Por otra parte, es de destacar que
el marcaje de fosfatidilinositol es claramente inferior al existente en los fosfolipidos
mayoritarios, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, asi como que no se observa

incorporaci6n alguna en la fraccion de fosfatidilserina del hepatocito. Puesto que este
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fosfolipido se sintetiza en higado fundamentalmente por reaccion de intercambio de bases,
especialmente con la fosfatidiletanolamina, la ausencia de incorporacién de radiactividad
se puede atribuir a una limitacion en la concentracién endégena de serina que impide una

sintesis cuantitativamente importante del fosfolipido correspondiente.

TABLA III

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1(3)’H]
GLICEROL A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS
AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Concentracién etanol (mM)

0 - 100
LIPIDOS NEUTROS
Monoacilglicéridos n.d n.d
Diacilglicéridos 0,25 + 0,01 0,47 + 0,01°
Triacilglicéridos 6,05 *+ 0,33 16,30 *+ 0,31°
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina 3,67 + 0,13 5,52 0,17
Fosfatidilserina n.d n.d
Fosfatidilinositol 0,14 = 0,01 0,27 + 0,01°
Fosfatidiletanolamina 1,10 = 0,02 1,81 = 0,05°
*p<0,0010; "p=0,0001.

p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a los controles. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de glicerol por minuto y millén de células.
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La presencia de etanol en el medio de incubacién provoca un incremento
considerable en la utilizacion de glicerol para la sintesis de novo de los distintos
fosfolipidos (Tabla III). De hecho, en hepatocitos incubados en presencia de etanol se
observa un aumento significativo en la incorporacién de glicerol a fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, y fosfatidilinositol. En presencia de etanol no llega a producirse

incorporacion detectable de radiactividad a fosfatidilserina.

Por otra parte y puesto que el etanol es metabolizado en hepatocitos
mediante la alcohol deshidrogenasa, hemos determinado el efecto del etanol in vitro sobre
la incorporacion de glicerol a lipidos neutros (Tabla IV) y fosfolipidos (Tabla V) tras la
adicion de 4-metilpirazol, un inhibidor especifico de esta enzima. Como se observa, en
presencia de dicho agente, el efecto producido por el etanol sobre la biosintesis de lipidos
neutros practicamente desaparece, con la excepcion de un aumento (43%) en la
incorporacion a triacilglicéridos. Por otra parte, en presencia de 4-metilpirazol no se
observan diferencias apreciables en la incorporacién de glicerol a ninguno de los

fosfolipidos analizados.
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TABLA IV

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1(3)H]
GLICEROL A LIPIDOS NEUTROS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE
RATA. INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
LIPIDOS NEUTROS
Diacilglicéridos 0 mM 0,25 += 0,01 0,20 + 0,01
100 mM 0,47 = 0,01° 0,22 + 0,01
Triacilglicéridos 0 mM 6,05 = 0,33 4,55 + 0,30
100 mM 16,31 + 0,31° 6,49 * 0,06

2p<0,0050; °p<0,0001.
p=niveles de significacion de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de glicerol por minuto y millén de células.
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TABLA V

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1(3)’H]
GLICEROL A FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE
RATA. INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina 0 mM 3,67 £ 0,13 2,99 = 0,33
100 mM 552017 3,20 = 0,04
Fosfatidilinositol 0 mM 0,14 = 0,01 0,13 + 0,01
100 mM 0,27 = 0,01° 0,12 = 0,01
Fosfatidiletanolamina 0 mM 1,10 £ 0,02 1,00 = 0,12
100 mM 1,81 + 0,05° 1,27 * 0,04

*p<0,0010.

p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol

respecto a sus controles. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de glicerol por minuto y millén de células.
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1.2.2. Incorporacién de *H-oleato

Se ha estudiado la incorporacion de acido oleico a lipidos neutros vy
fosfolipidos en hepatocitos incubados en ausencia o presencia de etanol 100 mM. Los
resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla VI, expresados como pmoles

incorporados de oleato por minuto y millén de células.

Como se puede apreciar, en ausencia de etanol, el 4cido graso marcado
se incorpora a distintos lipidos neutros (excepto a monoacilglicéridos), aunque
preferentemente lo hace a triacilglicéridos, de hecho un porcentaje mayoritario de la

radiactividad aparece asociada a esta fraccion lipidica.

En presencia de etanol se produce un fuerte aumento en la incorporacién
a diacilglicéridos y triacilglicéridos, aumentando ademas, en estas condiciones, los niveles
intracelulares del 4cido graso marcado. Se observa también una disminucién significativa
(27%) en la sintesis de colesterol esterificado a partir de acido oleico en hepatocitos

incubados en presencia de etanol.

En la Tabla VI aparecen igualmente recogidos los valores de incorporacion
de oleato marcado a los distintos fosfolipidos. En ella se pone de manifiesto que, en
ausencia de etanol, el 4cido graso marcado se incorpora a todos los fosfolipidos analizados,
aunque preferentemente a fosfatidilcolina. Por otra parte, es destacable la baja
incorporacion del acido graso marcado a fosfatidilserina respecto a fosfatidilinositol, a

pesar de que ambos fosfolipidos se encuentran en proporciones similares en el hepatocito.
En cuanto al efecto del etanol in vitro, nuestros resultados demuestran que

por efecto del etanol, se produce un claro aumento en la incorporacién de 4cido oleico

exogeno a todos los fosfolipidos estudiados.
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TABLA VI

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE *H-OLEATO
A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
HIGADO DE RATA

Concentracién Etanol (mM)

0 100
LIPIDOS NEUTROS
Monoacilglicéridos n.d. n.d.
Diacilglicéridos 3,08 £ 0,06 8,91 * 0,40°
Acido oleico 0,86 + 0,04 1,53 £ 0,07°
Triacilglicéridos 126,09 * 4,54 308,47 + 4,34°
Colesterol esterificado 9,48 + (0,33 6,90 + 0,33°

FOSFOLIPIDOS

Fosfatidilcolina

18,54 + 0,82

29,88 + 1,68

Fosfatidilserina 0,40 = 0,04 0,71 %= 0,06°
Fosfatidilinositol 1,81 = 0,03 3,52+0,10°
Fosfatidiletanolamina 5,67 = 0,21 9,74 £ 0,06°

*p<0,0150; ®p<0,0050; °p<0,0001.

p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol

respecto a los controles. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de oleato por minuto y millén de células.
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De igual manera a lo observado cuando el precursor utilizado es el glicerol,
en presencia de 4-metilpirazol el efecto producido por el etanol sobre la incorporacién de
oleico a lipidos neutros (Tabla VII) y fosfolipidos (Tabla VIII) practicamente desaparece,
la Unica excepcién se advierte a nivel de la fosfatidiletanolamina que muestra, aun en

presencia de metilpirazol, niveles de incorporacion significativamente superiores por efecto

del etanol.
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TABLA VII

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE °H-OLEATO
A LIPIDOS NEUTROS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA.
INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
LIPIDOS NEUTROS
Diacilglicéridos 0 mM 3,08 = 0,06 3,08 = 0,04
100 mM 8,91 + 0,40° 3,15+ 0,19
Acido oleico 0 mM 0,86 = 0,04 0,72 £ 0,03
100 mM 1,53 £ 0,07° 0,79 = 0,07
Triacilglicéridos 0 mM 126,09 * 4,54 110,52 + 3,16
100 mM 308,47 + 4,34° 115,68 + 3,53
Colesterol esterificado 0 mM 9,48 + 0,33 8,07 = 0,46
100 mM 6,90 = 0,33* 6,87 + 0,48

*p<0,0100; *p<0,0050; “p<0,0001.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de tres determinaciones * S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de oleato por minuto y millon de células.
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TABLA VIII

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE *H-OLEATO
A FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA.
INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina OmM 18,54 + 0,82 23,07 + 1,38
100mM 29,88 + 1,68° 21,86 * 0,26
Fosfatidilserina OmM 0,40 = 0,04 0,44 = 0,05
100mM 0,71 = 0,06 0,36 + 0,07
Fosfatidilinositol OmM 1,81 + 0,03 2,19 £ 0,35
100mM 3,52 £ 0,10° 2,30 = 0,12
Fosfatidiletanolamina OmM 5,67 * 0,21 6,83 + 0,32

100mM

9,74 + 0,06°

1,72 £ 0,01

*p<0,0500; *p<0,0150; °p<0,0050; “p<0,0001.

p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol

respecto a sus controles. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de oleato por minuto y millén de células.
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1.2.3. Incorporacion de bases nitrogenadas

En éste y en los dos siguientes apartados, se muestran los resultados
obtenidos tras la incorporacion de diferentes bases nitrogenadas a los distintos fosfolipidos,
y como se altera la incorporacion de estos sustratos por la presencia de etanol. Los
resultados se expresan en todos los casos como pmoles incorporados de base por minuto

y millén de células.

1.2.3.1. Incorporacion de L-[3-’H] serina

Las reacciones de intercambio de bases representan una ruta minoritaria para
la sintesis de la mayoria de los fosfolipidos, excepto para la fosfatidilserina (Kanfer, 1980).
De este modo, se acepta que la biosintesis de este fosfolipido en tejidos animales se
produce a través de un intercambio de serina con la cabeza polar de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina. La fosfatidilserina formada puede sufrir una posterior
descarboxilacién dando lugar a fosfatidiletanolamina. Esta via contribuye junto con la ruta
de Kennedy a la sintesis total de fosfatidiletanolamina. La fosfatidilcolina se forma
principalmente a través de la ruta de Kennedy, aunque es también importante la
contribucion de la ruta que genera fosfatidilcolina por sucesivas etapas de metilacion a

partir de la fosfatidiletanolamina.

Como se ha indicado anteriormente, la radiactividad de la serina marcada
puede aparecer en fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina. Sin embargo,
también hemos observado incorporacion de radiactividad a distintos lipidos neutros. Ello
puede ser explicado en base a la degradacion de la serina via desaminacién deshidratante
que produce piruvato, el cual es transformado en acetil-CoA, sustrato utilizado para la

sintesis de 4cidos grasos y colesterol. Por ello, la incorporacién de serina a lipidos neutros
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puede ser indicativa de la magnitud del proceso lipogénico utilizando como sustrato

especifico la serina.

En la Tabla IX se exponen los resultados obtenidos tras la incorporacion
de serina marcada isot6picamente a los distintos lipidos neutros y fosfolipidos en
hepatocitos incubados en ausencia o presencia de etanol. Segiin se puede comprobar en
hepatocitos controles, y a diferencia de lo observado cuando se utiliza dcido oleico, sdlo
aparece radiactividad asociada a la fracci6n de diacilglicéridos o triacilglicéridos. Por otra
parte, y al igual que ocurre cuando se utilizan otros sustratos lipogénicos, el etanol produce
un notable aumento en la incorporacién a diacilglicéridos, triacilglicéridos y colesterol
esterificado, aunque hemos de destacar que este dltimo compuesto no es detectado en

ausencia de etanol.
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TABLA IX

EFECTO DEL ETANOL /N VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE L-[3-*H]
SERINA A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS

DE HIGADO DE RATA

Concentraci6n etanol (mM)

LIPIDOS NEUTROS

Monoacilglicéridos
Diacilglicéridos
Triacilglicéridos
Colesterol esterificado
FOSFOLIPIDOS

Fosfatidilcolina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol

Fosfatidiletanolamina

n.d.
0,189 * 0,018
0,100 * 0,001

n.d.

0,42 *+ 0,03
1,90 £ 0,21
n.d.
0,49 * 0,05

100

n.d.
0,384 + 0,023¢
0,644 + 0,019°
0,116 + 0,019

0,78 = 0,08°

2,36 £ 0,22
n.d.

0,72 + 0,07

*p=0,0200; °p=0,0050; °p<0,0010; *p<0,0001.

p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol

respecto a los controles. Los resultados son media de nueve determinaciones + S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de serina por minuto y millén de células.
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Cuando se analiza la radiactividad asociada a los distintos fosfolipidos, se
observa que, logicamente, el nivel maximo de incorporacioén aparece en la fraccion de
fosfatidilserina, mientras que la radiactividad asociada a fosfatidiletanolamina vy
fosfatidilcolina es claramente inferior. No obstante, el hecho de detectar radiactividad
asociada a los fosfolipidos, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, indica que en
hepatocitos de rata la descarboxilacion mitocondrial de fosfatidiletanolamina, asi como la
metilacion posterior de fosfatidiletanolamina en reticulo endoplasmatico, se lleva a cabo
de modo eficiente. En cuanto al fosfatidilinositol, fosfolipido que se sintetiza por una ruta

diferente, como cabria esperar no aparece marcado radiactivamente.

De nuevo, la incubacion de hepatocitos con etanol produce un marcado
incremento en la incorporacion de radiactividad a fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y
fosfatidilserina, aunque en este dltimo fosfolipido el aumento observado no llegd a ser

significativo.

Puesto que es posible que la radiactividad incorporada a estos fosfolipidos
se deba al marcaje radiactivo de las bases polares y de sus 4cidos grasos constituyentes,
se llevo a cabo en este experimento simultaneamente la determinacién de la radiactividad
existente en la porcion polar y en la porcién hidrofébica de estos fosfolipidos. Nuestros
resultados indican que un porcentaje mayoritario de la radiactividad aparece asociada a las
bases nitrogenadas de la fraccion de fosfolipidos (més de un 99%) (Tabla X). Por tanto,
podemos considerar que la incorporacién de serina marcada procede de modo fundamental
de la reaccion de intercambio de bases de fosfolipidos preexistentes, y no es debida a
reacciones de reacilacion de acidos grasos marcados producidos de la degradacién de la

serina radiactiva.
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TABLA X

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA DISTRIBUCION DE RADIACTIVIDAD
TRAS LA INCUBACION CON L-[3-’H] SERINA EN HEPATOCITOS AISLADOS DE

HIGADO DE RATA

Con.etanol
Lipidos totales 0 mM

100 mM
Fosfolipidos 0 mM

100 mM

Fase acuosa

Fase organica

92
81

99
94

19

Los resultados son media de cuatro determinaciones, expresados como porcentaje de

radiactividad incorporada a cada fase.
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En la Tabla XI aparecen recogidos los resultados obtenidos tras la
incubacion de los hepatocitos en presencia o ausencia de 4-metilpirazol. Nuestros
resultados indican que el incremento en la incorporacién de radiactividad a la fraccién de
fosfolipidos en presencia de etanol, es absolutamente dependiente de su metabolismo
hepatico, puesto que cuando se utiliza 4-metilpirazol el etanol no ejerce efecto alguno

sobre la incorporacién de este precursor radiactivo.

TABLA XI

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE L-[3°H]

SERINA A FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA.
INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina OmM 0,42 + 0,03 0,39 = 0,03
100mM 0,78 + 0,08° 0,35 + 0,03
Fosfatidilserina OmM 1,90 £ 0,21 2,01 £0,15
100mM 2,36 £ 0,22 2,06 £ 0,11
Fosfatidiletanolamina OmM 0,49 £ 0,05 0,38 + 0,03
100mM 0,72 £ 0,07* 0,38 + 0,03

*p=0,0200; °p<0,0050; °p<0,0010.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de nueve determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de serina por minuto y millén de células.
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1.2.3.2. Incorporacién de [1-°H] etanolamina

La sintesis de fosfatidiletanolamina, uno de los principales fosfolipidos de
las células eucariotas, se produce por dos rutas diferentes: la ruta de Kennedy a través del
intermediario CDP-etanolamina y la descarboxilacion mitocondrial de fosfatidilserina.
Cuando incubamos con etanolamina marcada isotOpicamente, es exclusivamente la via
CDP-etanolamina la que se determina experimentalmente. Esta ruta utiliza diacilglicerol
y CDP-etanolamina como precursores de la fosfatidiletanolamina. El intermediario CDP-
etanolamina es sintetizado a partir de la etanolamina y CTP por la accién sucesiva de la

etanolamina quinasa y de la etanolamina-fosfato citidililtransferasa.

Ademés y como ya se ha comentado anteriormente en el capitulo de
Introduccion, la fosfatidilcolina puede ser sintetizada a partir de la fosfatidiletanolamina
tras sucesivas etapas de metilacion. Los intermediarios metabdlicos de esta via son
fosfatidil-N-monometiletanolamina y fosfatidil-NN-dimetiletanolamina, que han sido

aislados cromatograficamente y cuantificada su radiactividad asociada.

En la Tabla XII aparecen recogidos los datos representativos de la
biosintesis de fosfatidiletanolamina, asi como de los intermediarios metabdlicos de esta
ruta, al utilizar como precursor etanolamina marcada. Se aprecia que, en hepatocitos
controles, la formaciéon de CDP-etanolamina es inferior a la de fosfoetanolamina, como
cabia esperar dado el caracter limitante de la reaccion catalizada por la etanolamina-fosfato
citidililtransferasa, aunque los niveles superiores de radiactividad aparecen asociados al

producto final de la ruta, fosfatidiletanolamina.

Es interesante destacar que, en presencia de etanol se produce una
disminucion significativa en la radiactividad asociada a los intermediarios metabélicos,
fosfoetanolamina y CDP-etanolamina. Por el contrario, el producto final,

fosfatidiletanolamina, presenta niveles de radiactividad superiores a los de los hepatocitos
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controles.

TABLA XII

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1-*H]
ETANOLAMINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA RUTA DE KENNEDY EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Concentracidn etanol (mM)

0 100
Fosfoetanolamina 7,33 + 0,36 5,14 *+ 0,59°
CDP-etanolamina 2,29 + 0,23 1,55 + 0,18°
Fosfatidiletanolamina 51,40 * 1,46 57,89 + 1,07°

p<0,0350; "p=0,0100; p<0,0050.
p=niveles de significacion de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a los controles. Los resultados son media de seis determinaciones * S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de etanolamina por minuto y millén de células.
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TABLA XIII

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1-°H]
ETANOLAMINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA RUTA DE KENNEDY EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA. INFLUENCIA DEL 4-
METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
Fosfoetanolamina 0 mM 7,33 £ 0,36 7,29 + 0,18
100 mM 5,14 + 0,59° 4,99 * 0,25¢
CDP-etanolamina 0 mM 2,29 + 0,23 3,29 + 0,16
100 mM 1,55 £ 0,18° 3,74 * 0,35
Fosfatidiletanolamina 0 mM 51,40 + 1,46 47,86 + 0,75
100 mM 57,89 + 1,07° 38,39 * 1,05¢

*p<0,0350; *p=<0,0100; °p<0,0050; p°<0,0001.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de seis determinaciones * S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de etanolamina por minuto y millén de células.

En presencia de 4-metilpirazol (Tabla XIII) se mantiene la reduccién,
producida por el etanol, de radiactividad asociada a fosfoetanolamina, mientras que se
restauran valores analogos a los controles en la radiactividad del intermediario, CDP-
etanolamina. Ademas, sorprendentemente, en presencia de etanol y en condiciones en que
se halla impedido su metabolismo debido a la inhibicién de la alcohol deshidrogenasa por

la presencia de 4-metilpirazol, los valores de la fosfatidiletanolamina sintetizada de novo
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son marcadamente inferiores a los mostrados por sus respectivos controles, lo que podria
indicar una inhibicion especifica de la etanolamina fosfotransferasa por acci6n directa del

etanol.

Puesto que en higado parte de la fosfatidilcolina es sintetizada mediante
metilacion de la fosfatidiletanolamina, se han determinado los intermediarios de dicha ruta
biosintética, fosfatidil-N-monometiletanolamina y fosfatidil-NN-dimetiletanolamina, asi
como fosfatidilcolina, y los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla XIV.
Segiin se observa, la fosfatidiletanolamina es metilada eficientemente produciendo los N-
metil y NN-dimetil derivados que, en dltimo término, se transforman en fosfatidilcolina.
En presencia de etanol, la mayor sintesis de fosfatidiletanolamina observada, no se
acompana por un incremento similar en la produccion de metilderivados o fosfatidilcolina,
sino que, por el contrario, se observa un claro descenso en la radiactividad asociada a estos
fosfolipidos, probablemente como consecuencia de la inhibicién especifica de las

metiltransferasas que participan en la ruta biosintética.

El hecho de que en presencia de 4-metilpirazol, el etanol siga produciendo
disminucion en la incorporacién de radiactividad a los distintos intermediarios metilados,
asi como a fosfatidilcolina (Tabla XV), demuestra que la inhibicién ejercida por el alcohol
sobre la biosintesis de fosfatidilcolina a partir de fosfatidiletanolamina es independiente de
su metabolismo hepitico, es decir, se puede atribuir a un efecto especifico del etanol sobre

el proceso de metilacion.
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TABLA XIV

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1-H]
ETANOLAMINA A FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO
DE RATA

Concentracion etanol (mM)

0 100
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina 1,71 = 0,07 1,33 + 0,06°
Fosfatidil-NN-dimetiletanolamina 0,27 = 0,01 0,26 + 0,03
Fosfatidil-N-monometiletanolamina 6,46 + 0,54 4,33 + 047
Fosfatidiletanolamina 51,40 + 1,46 57,89 + 1,07°
p=0,0150; ®p<0,0050.

p=niveles de significacion de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a los controles. Los resultados son media de seis determinaciones + S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de etanolamina por minuto y millén de células.

121



Resultados

TABLA XV

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [1-°’H]
ETANOLAMINA A FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO
DE RATA. INFLUENCIA DEL 4-METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina 0 mM 1,71 = 0,07 1,61 + 0,02

100 mM 1,33 = 0,06° 0,71 * 0,04¢
Fosfatidil-NN- 0 mM 0,27 = 0,01 0,27 £ 0,03
dimetiletanolamina 100 mM 0,26 = 0,03 0,17 £ 0,02°
Fosfatidil-N- 0 mM 6,46 *+ 0,54 7,04 + 0,66
monometiletanolamina 100 mM 4,33 + 0,47° 6,07 + 0,46
Fosfatidiletanolamina 0 mM 51,40 = 1,46 47,86 = 0,75

100 mM 57,89 £ 1,07° 38,39 + 1,414

2p<0,0200; *p<0,0150; °p<0,0050;'p<0,0001.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de seis determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles incorporados de etanolamina por minuto y millén de células.
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1.2.3.3. Incorporacién de [metil-“C] colina

La fosfatidilcolina, fosfolipido mayoritario, es sintetizado principalmente por
la ruta de Kennedy a través de la sintesis de CDP-colina y por metilacion progresiva de
la fosfatidiletanolamina. Cuando incubamos con colina marcada es exclusivamente la ruta
CDP-colina la que se determina experimentalmente. Esta via utiliza CDP-colina y
diacilglicérido como precursores, de manera que la sintesis de fosfatidilcolina se lleva a
cabo de manera similar a como se produce la sintesis de fosfatidiletanolamina. En este
caso las enzimas que participan en la ruta son colina quinasa y colina-fosfato
citidililtransferasa, que generan los intermediarios correspondientes, fosfocolina y CDP-

colina.

En la Tabla XVI se analiza el efecto del etanol sobre la incorporacién de
colina a los distintos intermediarios metabdlicos y al producto final de la ruta de
biosintesis de fosfatidilcolina. Se observa que los niveles de CDP-colina son netamente
inferiores a los de fosfocolina y fosfatidilcolina, lo que indica la baja velocidad de la
reaccion catalizada por la colina-fosfato citidililtransferasa. En presencia de etanol, se
produce una clara disminucion en la incorporacién de radiactividad a fosfocolina y CDP-
colina. Igualmente, bajo estas condiciones, disminuyen los niveles de fosfatidilcolina
marcada, aunque en este caso la diferencia no result6 ser significativa. Por el contrario, la
formacion de betaina, producto de la oxidacion de colina, no es modificada de modo

significativo tras la incubacién de los hepatocitos en presencia del etanol.

Los resultados obtenidos tras la incorporacioén de colina a fosfatidilcolina
y a los intermediarios de la ruta, en presencia de 4-metilpirazol y/o etanol 100 mM, se
expresan en la Tabla XVII. Podemos observar que, en presencia del inhibidor de 1a alcohol
deshidrogenasa, el etanol produce un notable descenso en la incorporacién a
fosfatidilcolina. En estas condiciones, el efecto producido por el etanol sobre la formacién

de los diferentes intermediarios de la ruta practicamente desaparece, excepto un aumento
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significativo observado en la degradacion de colina a betaina.

TABLA XVI

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [METIL-*C]
COLINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA RUTA DE KENNEDY EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Concentracion etanol (mM)

o 100
Betaina 17,73 + 0,35 19,46 * 1,11
Fosfocolina 43,61 * 1,08 37,47 + 1,96°
CDP-colina 1,42 £ 0,07 1,21 = 0,04
Fosfatidilcolina 69,53 + 1,15 63,19 + 3,18

*p=0,0350; p=<0,0250.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a los controles. Los resultados son media de seis determinaciones *+ S.E.M.,

expresados como pmoles incorporados de colina por minuto y millén de células.

124



Resultados

TABLA XVII

EFECTO DEL ETANOL IN VITRO SOBRE LA INCORPORACION DE [METIL-*C]
COLINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA RUTA DE KENNEDY EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA. INFLUENCIA DEL 4-
METILPIRAZOL

[Etanol] Sin 4-metilpirazol Con 4-metilpirazol
Betaina 0 mM 17,73 + 0,35 18,28 + 0,99
100 mM 19,46 + 1,11 25,78 + 1,54¢
Fosfocolina 0 mM 43,61 + 1,08 46,83 + 2,39
100 mM 37,47 *+ 1,96° 43,59 + 0,25
CDP-colina 0 mM 1,42 = 0,07 1,91 = 0,06
100 mM 1,21 * 0,04* 1,96 % 0,07
Fosfatidilcolina 0 mM 69,53 = 1,15 52,62 + 2,14
100 mM 63,19 + 3,18 36,51 % 2,30°

*p<0,0350; °p=0,0250; “p<0,0150; “p=<0,0050;°p<0,0010.
p=niveles de significacién de la t de Student de los hepatocitos incubados con etanol
respecto a sus controles. Los resultados son media de seis determinaciones + S.E.M.

expresados como pmoles de colina incorporados por minuto y millén de células.
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Muy recientemente se ha indicado que el etanol in vitro actiia disminuyendo
los niveles de fosfatidilcolina intracelular a través de una activacion en las fosfolipasas A
y C especificas para fosfatidilcolina y favoreciendo, por tanto, la degradacién de la

fosfatidilcolina preexistente.

Con objeto de comprobar si la disminucion observada en la radiactividad
asociada a fosfatidilcolina por efecto del etanol podria ser debida a una activacién en la
degradacion del fosfolipido y no a un descenso en su biosintesis, se llevé a cabo un
analisis de la accion del etanol sobre los niveles de fosfatidilcolina endégena. Para ello,
una vez marcada radiactivamente la fosfatidilcolina del hepatocito, se elimind la [metil-'*C]
colina del medio mediante lavados y se incubaron las células con etanol 100 mM en
presencia de 4-metilpirazol, durante periodos de 0, 30, 60 y 120 minutos, analizdndose en
cada caso la radiactividad perteneciente a la colina liberada al medio, colina intracelular

y fosfatidilcolina del hepatocito.

Los resultados obtenidos indican que la cantidad de colina liberada al medio
aumenta de un modo lineal con el tiempo de incubacién, aunque el etanol no ejerce ningan
efecto sobre este proceso (Figura 1A). Por otra parte, a lo largo del mismo periodo se
observa un descenso en los niveles de colina intracelular, que es similar en hepatocitos
controles e incubados con etanol (Figura 1B). Es interesante indicar que los niveles de
fosfatidilcolina end6gena no varian en ningin caso a lo largo del tiempo, como se puede
apreciar en la Figura 1C. Estos resultados, por lo tanto, nos permiten descartar cualquier
efecto del etanol sobre la degradacion de la fosfatidilcolina endégena, y sugieren un efecto
especifico del alcohol sobre el proceso de biosintesis de fosfatidilcolina a través de la ruta

de Kennedy.
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FIGURA 1.- Efecto del etanol in vitro sobre los niveles de colina liberada al medio

(A), colina intracelular (B) o fosfatidilcolina endégena (C). Los resultados son

media de dos determinaciones + S.E.M., expresados como dpm x 10?/ 10° células.
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II. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
ETANOL SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO EN
HEPATOCITOS

En el presente trabajo, destinado a elucidar los efectos producidos por el
tratamiento prolongado de etanol sobre las principales rutas del metabolismo lipidico,
hemos utilizado hepatocitos aislados de ratas macho Wistar, las cuales recibieron un
tratamiento prolongado de alcohol durante 31 dias. El etanol fue administrado como dieta
liquida (dieta de Miller), proporcionando el 36% de las calorias totales de la misma.
Simultaneamente, se utilizaron ratas controles que recibieron una dieta similar, excepto que
el etanol fue reemplazado por dextrimaltosa a concentracién adecuada para que la dieta
resultase isocaldrica. Es importante destacar el alto contenido en lipidos (11,3%) de las

dietas control y etandlica que se administraron a las ratas de forma continuada.

Tras finalizar el periodo de tratamiento, se llevé a cabo el aislamiento de
hepatocitos de ratas controles y tratadas crénicamente con etanol, y dnicamente se
utilizaron las suspensiones de células que presentaron una viabilidad superior al 90%. Los
hepatocitos fueron incubados con diferentes sustratos metabélicos marcados
radiactivamente con *H o C, segfn el protocolo especificado en Material y Métodos.
Posteriormente, se procedi6 a la identificacién y cuantificacién de los lipidos

correspondientes a los que cada sustrato en particular es incorporado.

Se ha abordado el estudio del efecto que produce el tratamiento prolongado
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con etanol sobre la regulacion global de diferentes rutas biosintéticas.

Igualmente, bajo estas condiciones se ha analizado la composicidn lipidica

del hepatocito y como se ve afectada por el tratamiento con etanol.

I1.1. COMPOSICION LIPIDICA

En primer lugar se ha llevado a cabo el estudio de los cambios inducidos
por el tratamiento cronico con etanol sobre los niveles de colesterol, triacilglicéridos y

fosfolipidos individuales.

I1.1.1. Niveles de colesterol y triacilglicéridos

Los resultados obtenidos acerca del efecto de la administracién de etanol
durante 31 dias sobre los niveles de colesterol total, libre y esterificado, y triacilglicéridos,
se muestran en la Tabla XVIII. Los resultados se expresan como ug de colesterol o

triacilglicéridos por minuto y millén de células.

Se observa que el tratamiento crénico con etanol lleva consigo una
disminucion significativa en los niveles de colesterol total, debida fundamentalmente a un
menor contenido en colesterol libre. Se puede apreciar ademas, que dicho tratamiento
produce un notable aumento en los valores de triacilglicéridos, que practicamente se
duplican en hepatocitos de animales que ingieren etanol durante un perfodo prolongado de

tiempo.
Hemos de senalar que se detectan algunas diferencias en los niveles de
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ciertos componentes lipidicos entre hepatocitos aislados de ratas que recibieron distintas
dietas control, dieta estandar utilizada en todos los experimentos previos o dieta de Miller
utilizada en tratamientos prolongados con etanol. Esto puede ser debido fundamentalmente
a la distinta composicion lipidica de ambas dietas. Asi, se observa un menor contenido en
colesterol esterificado en las células de ratas que recibieron la dieta control de Miller,
respecto a las que recibieron la estandar. Sin embargo, los niveles de triacilglicéridos en
hepatocitos de ratas que recibieron dieta de Miller son netamente superiores a los de
animales que recibieron una dieta estandar, probablemente debido al menor contenido

lipidico de esta dieta (Tablas I y XVIII).

TABLA XVIII

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LOS NIVELES
DE COLESTEROL Y TRIACILGLICERIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
HIGADO DE RATA

Controles Tratadas
Colesterol total 10,50 * 0,51 7,75 + 0,67°
Colesterol libre 9,66 + 0,48 7,14 + 0,63°
Colesterol esterificado 0,84 + 0,17 0,60 + 0,23
Triacilglicéridos 97,96 + 10,94 176,59 * 31,83°

2p<0,0300; "p=0,0050.
p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son
media de doce determinaciones * S.E.M., expresados como pg de colesterol o

triacilglicéridos por millén de células.
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II.1.2. Niveles de fosfolipidos

En la Tabla XIX se muestran los resultados obtenidos tras el analisis
cuantitativo de los distintos fosfolipidos en hepatocitos aislados de animales controles y

tratados. Los valores se expresan como ug de fosforo lipidico por millén de células.

En la citada tabla se aprecia que, en células procedentes de ratas tratadas,
los niveles de fosfatidilcolina se encuentran significativamente disminuidos, respecto a los
controles, mientras que los niveles de los restantes fosfolipidos analizados no se modifican

de un modo apreciable por efecto del tratamiento cronico con etanol.

Por otra parte, si comparamos las Tablas II y XIX, se puede observar que
los niveles de cada uno de los fosfolipidos individuales en hepatocitos de animales que
fueron alimentados con una dieta con un alto contenido -‘en lipidos, fueron claramente
inferiores a los existentes en hepatocitos de animales a los que se administr una dieta

estandar.
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TABLA XIX

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LOS NIVELES
DE FOSFOLIPIDOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles
Fosfatidilcolina 3,05 £ 0,13
Fosfatidilserina 0,84 + 0,07
Fosfatidilinositol 1,05 £ 0,07
Fosfatidiletanolamina 2,14 £ 0,16

Tratados

2,40 £ 0,16°
0,76 * 0,09
0,99 = 0,11
1,78 2 0,17

%<0,0150.

=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de seis determinaciones + S.E.M., expresados como ug de fésforo lipidico por

millon de células.
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II.2. INCORPORACION DE PRECURSORES METABOLICOS A
LOS DIFERENTES COMPONENTES LIPIDICOS

En este apartado hemos analizado el efecto del tratamiento crénico con
etanol sobre la incorporacion de distintos sustratos lipogénicos, marcados radiactivamente,
a los diferentes componentes lipidicos. Los resultados se expresan, en todos los casos,

como pmoles incorporados de sustrato por minuto y millén de células.

Es importante indicar que en los estudios de incorporacién realizados hemos
comprobado la existencia, en la mayoria de los casos, de notables diferencias en los
valores de incorporacién de los precursores marcados isotépicamente a las distintas
moléculas lipidicas entre células de animales que recibieron los dos tipos de dietas
controles (dieta de Miller o dieta estindar). Esta diferencia es debida a la distinta
composicion lipidica de ambas dietas, y por tanto a diferencias en el estado metabdlico del
hepatocito. Puesto que nuestro estudio no consiste en analizar las diferencias en los niveles

de incorporacidn de distintos sustratos en respuesta a las distintas composiciones dietarias,

no se comentaran tales diferencias.

I1.2.1. Incorporacién de [1(3)°H] glicerol

Se ha estudiado la influencia de la suplementacion prolongada de etanol

sobre la incorporacién de glicerol marcado a lipidos neutros y fosfolipidos. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla XX,

En células aisladas de animales controles incubadas con glicerol, de los

valores de radiactividad asociada a la fraccién de lipidos neutros se observa de nuevo que
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las fracciones de diacilglicéridos y triacilglicéridos incorporan glicerol mayoritariamente,
pero no la fraccién de monoacilglicéridos. Se produce por efecto del tratamiento un notable
incremento en la incorporacion a diacilglicéridos y triacilglicéridos, siendo especialmente
marcado en este Gltimo compuesto. De este modo, observamos como la incorporacion a
triacilglicéridos experimenta en hepatocitos de animales tratados un incremento tal que se

alcanzan valores 16 veces superiores a los existentes en células de animales controles.

Los resultados obtenidos tras la medida de la radiactividad asociada a los
distintos fosfolipidos tras la incubacion con glicerol, aparecen recogidos en la Tabla XX.
En células controles, de nuevo se observa que la incorporacion a fosfatidilcolina,
fosfolipido mayoritario, es superior a la encontrada en fosfatidilinositol y
fosfatidiletanolamina. Por otra parte, es de destacar que no se observa tampoco

incorporacidn de radiactividad a fosfatidilserina.

Como consecuencia del tratamiento prolongado con etanol aumenta de modo
marcado la incorporacion a fosfatidilcolina y fosfatidilinositol, aunque no se observa efecto
alguno sobre la incorporacién a fosfatidiletanolamina. Por otra parte, tampoco en presencia

de etanol se aprecia radiactividad asociada a la fraccion de fosfatidilserina.
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TABLA XX

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LA
INCORPORACION DE [1(3)’H] GLICEROL A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS
EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados

LIPIDOS NEUTROS

Monoacilglicéridos n.d n.d

Diacilglicéridos 0,21 * 0,02 1,50 * 0,05°

Triacilglicéridos 0,96 * 0,02 15,99 * 0,45°

(ON) DOS

Fosfatidilcolina 1,788 * 0,044 2,875 + 0,011°

Fosfatidilserina n.d n.d

Fosfatidilinositol 0,088 = 0,009 0,151 = 0,003*

Fosfatidiletanolamina 1,127 = 0,038 1,096 = 0,009
p=<0,0050; bpsO,OOOl.

p=niveles de significacién de la t de Student repecto a los controles. Los resultados son
media de tres determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles incorporados de glicerol

~* por minuto y millén de células.
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I1.2.2. Incorporacion de *H oleato

Con objeto de determinar la influencia del etanol sobre el remodelado de
distintos componentes lipidicos en el hepatocito, se ha estudiado la influencia del
tratamiento prolongado de etanol sobre la incorporacién de oleato marcado isotépicamente

a lipidos neutros y fosfolipidos.

Como se puede apreciar en la Tabla XXI, de nuevo comprobamos que, en
células controles el acido graso marcado se incorpora a distintos lipidos neutros (excepto
a monoacilglicéridos), aunque preferentemente lo hace a triacilglicéridos. Los resultados
obtenidos muestran que, por efecto del tratamiento prolongado con etanol, se produce un
claro aumento en la incorporacién a diacilglicéridos, triacilglicéridos y esteres del
colesterol. Sin embargo, en estas mismas condiciones disminuye notablemente la

radiactividad asociada a la fraccion de acidos grasos libres.

Se observa que el tratamiento prolongado con etanol claramente aumenta
el marcaje de fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina. Es importante
sefialar que, aunque es la fosfatidilcolina la que presenta mayor nivel de incorporacion, el
mayor incremento observado en la incorporacién por efecto del tratamiento prolongado con

etanol se produce en fosfatidilinositol, quien duplica su incorporacién de 4cido oleico.
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TABLA XXI

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LA
INCORPORACION DE *H-OLEATO A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS EN

HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

LIPIDOS NEUTROS
Monoacilglicéridos
Diacilglicéridos
Acido oleico
Triacilglicéridos
Colesterol esterificado
TG/DG

FOSFOLIPIDOS
Fosfatidilcolina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol

Fosfatidiletanolamina

Controles

n.d.
1,04 = 0,08
2,13 £ 0,20
53,71 £ 235
11,62 * 0,28
51,70 * 4,62

10,99 * 0,16
0,20 + 0,01
1,30 + 0,05
3,59 = 0,13

Tratados

n.d.
1,74 £ 0,11°
0,87 + 0,05°
77,20 + 0,89°
19,75 * 1,44°
44,37 + 2,84

13,08 * 0,18°
0,22 = 0,02
2,71 +0,05°
5,16 +0,03°

%p<0,0100; "p<0,0050; “p<0,0010; %p<0,0001.

p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de tres determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de oleato

por minuto y millon de células.
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I1.2.3. Incorporacion de bases nitrogenadas

A continuacién se muestran los resultados obtenidos tras la incorporacion
de diferentes bases nitrogenadas, marcadas isotopicamente, a los distintos fosfolipidos, en

hepatocitos de animales controles y tratados cronicamente con etanol.
11.2.3.1. Incorporacioén de L-[3-’H] serina

De nuevo se comprueba que en hepatocitos aislados de rata, la serina se
incorpora a fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina. También se observa
incorporacién de radiactividad a distintos lipidos neutros, lo cual puede ser explicado en
base a la degradacién de la serina via desaminacion deshidratante y a la posterior

utilizacién de su esqueleto carbonado para sintesis de acidos grasos.

En la Tabla XXII aparecen recogidos los resultados obtenidos acerca de la
influencia del tratamiento prolongado de etanol sobre la incorporacion de serina, marcada

isotdpicamente, a lipidos neutros y fosfolipidos.

En lo que respecta a lipidos neutros, los resultados obtenidos muestran que
en células controles solamente un 6% de la radiactividad total se distribuye entre los
triacilglicéridos y colesterol esterificado, habiendose comprobado ademas la ausencia de

radiactividad asociada a la fracciones de monoacilglicéridos y diacilglicéridos.

Se puede observar como el tratamiento prolongado de etanol aumenta
notablemente la incorporacion a diacilglicéridos, triacilglicéridos y colesterol esterificado.
El incremento mas importante se observa en diacilglicéridos que no incorporan

radiactividad en células controles y muestran un alto nivel de incorporacién en las tratadas.
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Los datos obtenidos de la incorporacién a los distintos fosfolipidos se
muestran igualmente en la Tabla XXII. El tratamiento prolongado de etanol produce un
claro aumento en el marcaje radiactivo de todos los fosfolipidos analizados, siendo la
fosfatidilserina el que presenta un aumento cuantitativamente mas importante de
incorporacion.

TABLA XXII

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LA

INCORPORACION DE L-[3-°H] SERINA A LIPIDOS NEUTROS Y FOSFOLIPIDOS
EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados

LIPIDOS NEUTROS

Monoacilglicéridos n.d. n.d.

Diacilglicéridos n.d. 0,623 + 0,082

Triacilglicéridos 0,119 = 0,012 0,714 + 0,056°

Colesterol esterificado 0,054 + 0,005 1,222 + (0,129°
FOSFOLIPIDOS

Fosfatidilcolina 0,52 = 0,02 0,79 = 0,08

Fosfatidilserina 1,79 = 0,05 4,45 + 0,19°

Fosfatidilinositol n.d. n.d.

Fosfatidiletanolamina 0,28 + 0,02 0,48 + 0,02°

<0,0350; ®p=<0,0050; °p<0,0010; %p<0,0001.
p P

p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de tres determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de serina

por minuto y millén de células.
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11.2.3.2. Incorporacién de [1°H] etanolamina

Cuando incubamos con etanolamina marcada isotGpicamente aparece
radiactividad asociada a los distintos intermediarios metabdlicos de la ruta de Kennedy y
a los intermediarios de la via que sintetiza fosfatidilcolina mediante sucesivas metilaciones
de la fosfatidiletanolamina, determinando la radiactividad correspondiente a cada uno de
los intermediarios metabdlicos y lipidicos, se obtiene informacién acerca del efecto del
tratamiento prolongado de etanol sobre la ruta de Kennedy que sintetiza
fosfatidiletanolamina y sobre la via de formacion de fosfatidilcolina a partir de

fosfatidiletanolamina.

Los resultados obtenidos tras la incorporacién de etanolamina a los
diferentes intermediarios metabodlicos de 1a ruta CDP-etanolamina, se muestran en la Tabla
XXIII. Seglin se observa, la administracién prolongada de alcohol produce una
disminucion en el marcaje de fosfoetanolamina y CDP-etanolamina. Sin embargo, en estas

condiciones se observa un marcado aumento en la incorporacion a fosfatidiletanolamina.

Por otra parte, en la Tabla XXIV aparecen indicados los valores obtenidos
acerca del efecto del tratamiento prolongado de etanol sobre la radiactividad asociada a

fosfatidilcolina, y a los N-metilderivados.

Segin se observa, en células controles el nivel de incorporacién a
fosfatidilcolina es minimo comparado con el fosfatidiletanolamina. Ademas, por efecto del
tratamiento prolongado de etanol, se produce un notable aumento en la incorporacién a
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, su sustrato precursor. También la incorporacion al

intermediario metabolico fosfatidil-NN-dimetiletanolaminaes superior en animales tratados.

140



Resultados

TABLA XXIII

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL SOBRE LA
INCORPORACION DE [1-°’H] ETANOLAMINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA
RUTA DE KENNEDY EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados
Fosfoetanolamina 14,15 + 0,31 3,87 + 0,29°
CDP-etanolamina 0,91 + 0,12 0,59 + 0,01*
Fosfatidiletanolamina 13,91 *+ 0,14 41,95 + 0,95°

2p<0,0400; *p<0,0001.
p=niveles de significacién de la t de Student de respecto a los controles. Los resultados
son media de cuatro determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de

etanolamina por minuto y millén de células.
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TABLA XXIV

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PROLONGADA DE ETANOL SOBRE LA
INCORPORACION DE [1°H] ETANOLAMINA A FOSFOLIPIDOS EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados
Fosfatidilcolina 0,49 = 0,04 1,43 + 0,05°
Fosfatidil-NN-dimetiletanolamina 0,16 = 0,01 0,40 = 0,03°
Fosfatidil-N-monometiletanolamina 3,28 + (0,22 2,70 £ 0,16
Fosfatidiletanolamina 13,91 = 0,14 41,95 + 0,95°

p<0,0010; "p<0,0001.
p=niveles de significacién de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son
media de cuatro determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de

etanolamina por minuto y millén de células.
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11.2.3.3. Incorporacién de [metil-*C] colina

Cuando incubamos con colina ésta se incorpora a fosfatidilcolina a través
de la ruta de Kennedy. Por tanto, cuando se incuban los hepatocitos en presencia de metil
colina marcada radiactivamente, la radiactividad aparece asociada al fosfolipido
fosfatidilcolina, a los intermediarios metabdlicos de la ruta CDP-colina y a betaina, el

principal producto de la oxidacioén de colina.

Se ha determinado la influencia del tratamiento prolongado de etanol sobre
la incorporacion de colina marcada a fosfatidilcolina y a los intermediarios metabélicos de

la ruta CDP-colina y los resultados obtenidos aparecen representados en la Tabla XXV.

De los valores relativos de incorporacion de radiactividad a los diferentes
metabolitos se deduce que, en hepatocitos controles, la desviacion de colina a betaina por
la ruta oxidativa es cuantitativamente elevada. Ademas, la baja incorporacién al
intermediario CDP-colina es consistente con el hecho de que su formacién constituye la

etapa limitante que determina la velocidad de sintesis de fosfatidilcolina.

En la misma tabla, podemos observar como el tratamiento crénico con
etanol produce un considerable descenso en la incorporacién de colina marcada a
fosfatidilcolina y una marcada disminucién en el marcaje de betaina, aunque los niveles

de incorporacion a fosfocolina y CDP-colina no varian de un modo apreciable.
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TABLA XXV

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PROLONGADA DE ETANOL SOBRE LA
INCORPORACION DE [METIL-*“C] COLINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA
RUTA DE KENNEDY EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados
Betaina 29.32 * 3,27 7,62 + 1,43*
Fosfocolina 37,52 + 1,07 38,87 + 0,66
CDP-colina 0,86 = 0,07 0,72 = 0,04
Fosfatidilcolina 97,28 + 2,35 73,49 + 1,43°

*p<0,0010; ®p<0,0001.
p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de cuatro determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de

colina por minuto y millén de célula.
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III. EFECTO DE UN TRATAMIENTO DE 7 DIAS CON
ETANOL: INCORPORACION DE PRECURSORES
METABOLICOS A DIFERENTES COMPONENTES
LIPIDICOS Y METABOLICOS

Una vez comprobado, en previos experimentos, que el tratamiento
prolongado con alcohol durante 31 dias, es responsable de'la modificacion de diferentes
aspectos del metabolismo lipidico en el hepatocito, se ha llevado a cabo el analisis de la
incorporacion de distintos sustratos metabdlicos a los 7 dias de tratamiento con etanol. Esta
nueva situacion experimental fue disefiada con objeto de analizar si un tratamiento con
etanol durante un periodo de tiempo tan corto como 7 dias, es capaz de modificar el
metabolismo lipidico del hepatocito de modo similar al que se observa en tratamientos mas

prolongados.

De este modo, se han incubado células aisladas de ratas controles y tratadas
con alcohol durante 7 dias, con colina y etanolamina marcadas isotGpicamente, y se ha
determinado la incorporacion de estos dos sustratos, en estas condiciones, a diferentes
componentes lipidicos y metabdlicos. Se han seleccionado estos dos precursores
metabdlicos para el estudio de las rutas de Kennedy que sintetizan fosfatidiletanolamina
o fosfatidilcolina, via CDP-etanolamina o CDP-colina respectivamente, puesto que el
tratamiento crénico con etanol parece ejercer acciones diferenciales a nivel de la biosintesis

de novo de estos dos fosfolipidos.
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I11.1. Incorporacién de [1-°H] etanolamina

En la Tabla XXVI se muestra la incorporacién de la radiactividad
procedente de etanolamina marcada isotopicamente a los distintos intermediarios
metabolicos de la ruta de Kennedy, en hepatocitos controles y tratados con alcohol durante
7 dias. Los resultados se expresan como pmoles incorporados de etanolamina por minuto

y millén de células.

Segin se observa en la tabla, a los 7 dias de tratamiento se produce un
notable aumento en la incorporacién de etanolamina a fosfoetanolamina, CDP-etanolamina
y fosfatidiletanolamina. Nuestros resultados indican, por tanto, que, ya a los 7 dias de

administracion de etanol se observa un patente incremento en la sintesis de

fosfatidiletanolamina.

En la Tabla XXVII se han representado los valores de incorporacién a los
fosfolipidos, en células controles y tratadas con alcohol durante 7 dias, cuando se utiliza

etanolamina marcada isotopicamente como sustrato lipogénico.

Se aprecia que la administracién de etanol durante 7 dias produce un
marcado incremento en la incorporacién de radiactividad a fosfatidiletanolamina,
metilderivados y fosfatidilcolina. Por lo tanto, a los 7 dias de tratamiento se observa ya

una activacion en la biosintesis de fosfatidilcolina a partir de fosfatidiletanolamina.
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TABLA XXVI

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ETANOL DURANTE 7 DIAS SOBRE LA
INCORPORACION DE [1-*H] ETANOLAMINA A LOS INTERMEDIARIOS DE LA
RUTA DE KENNEDY EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados
Fosfoetanolamina 6,10 = 0,21 9,98 = 0,68
CDP-etanolamina 0,91 £ 0,06 1,26 = 0,17
Fosfatidiletanolamina 24,79 + 1,19 50,01 + 0,90°

p<0,0050; "p<0,0001.
p=niveles de significacion de la t de Student de respecto a los controles. Los resultados
son media de cuatro determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles incorporados de

etanolamina por minuto y millén de células.
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TABLA XXVII

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ETANOL DURANTE 7 DIAS SOBRE LA
INCORPORACION DE [1-’H] ETANOLAMINA A FOSFOLIPIDOS EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles Tratados
Fosfatidilcolina 0,66 * 0,03 1,39 + 0,05¢
Fosfatidil-NN-dimetiletanolamina 0,14 *+ 0,01 0,25 *+ 0,02°
Fosfatidil-N-monometiletanolamina 0,98 = 0,14 2,16 = 0,37°
Fosfatidiletanolamina 24,79 + 1,19 50,01 = 0,90°

p<0,0250; ®p<0,0100; °p<0,0010; “p<0,0001.
p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son
media de cuatro determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de

etanolamina por minuto y millén de células.
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Con el objeto de realizar un estudio comparativo de los efectos producidos
por el etanol tras su administracion durante 7 6 31 dias, sobre la incorporacién de
etanolamina a los diferentes metabolitos, se han representado en las Figuras 2 y 3 los
valores de incorporacion de etanolamina a los distintos componentes tras los periodos de
tratamiento indicados, expresados como porcentajes de incorporacion respecto a los

controles, considerados éstos como el valor 100.

Segiin se observa en la Figura 2, el incremento de radiactividad asociada
a fosfoetanolamina y CDP-etanolamina obtenido tras 7 dias de tratamiento, contrastan con
el marcado descenso en los niveles de estos intermediarios metabélicos cuando se prolonga
el tratamiento durante 31 dias. Es interesante, ademas, que tanto a los 7 como a los 31
dias, se aprecia un marcado incremento en la sintesis de fosfatidiletanolamina, més patente

tras los 31 dias de tratamiento.

Por otra parte, en la Figura 3 se observa que, ambos tratamientos (7 6 31
dias) producen efectos similares, incrementando la sintesis de fosfatidilcolina, fosfatidil-
NN-dimetiletanolamina y fosfatidiletanolamina. La Gnica diferencia se observa a nivel del
fosfatidil-N-monometiletanolamina, que aunque incrementa significativamente tras 7 dias
de tratamiento, cuando éste se prolonga durante 31 dias se observan similares niveles de

este intermediario en hepatocitos controles o tratados.
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Porcentaje de incorporacién

FIGURA 2: Estudio comparativo de los efectos del tratamiento de etanol

durante 7 y 31 dias sobre la incorporacion de [1-°H] etanolamina a los

intermediarios de la ruta de Kennedy en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como procentaje de incorporacion respecto

a controles considerados como valor 100.

150



Resultados

Porcentaje de incorporaciéon

FIGURA 3: Estudio comparativo de los efectos del tratamiento de etanol
durante 7 y 31 dias sobre la incorporacién de [1-°H] etanolamina a los

diferentes fosfolipidos en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como procentaje de incorporacién respecto

a controles considerados como valor 100.
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I11.2. Incorporacién de [metil-'*C] colina

En la tabla XXVIII se muestran los valores de incorporacién de colina
marcada isotopicamente a fosfatidilcolina y a los intermediarios metabdlicos de la ruta de
Kennedy, a los 7 de tratamiento con etanol. Los resultados se expresan como pmoles

incorporados de colina por minuto y millén de células.

Segin se observa, a los 7 dias, el tratamiento con etanol produce un
aumento en la incorporacién de colina a fosfocolina, CDP-colina, y fosfatidilcolina.

Ademas, se observa una marcada inhibici6n en la produccién de betaina.

También en este caso, se ha realizado un estudio comparativo de los efectos
producidos por el etanol tras la administracion durante 7 6 31 dias sobre la incorporacion
de colina a los diferentes intermediarios de la ruta de Kennedy. Los resultados, expresados

como porcentajes de incorporacién respecto a los controles, se han representado en la

Figura 4.

Segiin se observa, el incremento detectado tras los 7 dias de tratamiento
en la sintesis de fosfatidilcolina, contrasta claramente con la significativa inhibici6n
producida en la sintesis de este fosfolipido tras 31 dias de administracién de etanol.
Independientemente de la duracién del tratamiento, el etanol inhibe drasticamente la

produccion de betaina, producto de la degradacién intracelular de colina.
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TABLA XXVIII

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ETANOL DURANTE 7 DIAS SOBRE LA
INCORPORACION DE [METIL-“C] COLINA A LOS INTEMEDIARIOS DE LA
RUTA DE KENNEDY EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO DE RATA

Controles
Betaina 29,31 £ 2,79
Fosfocolina 21,06 + 2,24
CDP-colina 0,54 + 0,03
Fosfatidilcolina 36,44 + 0,46

Tratados

11,16 + 1,76
33,59 + 3,87

0,99 *+ 0,05°
61,59 * 0,69°

*p<0,0350; *p<0,0050; “p<0,0010; “p<0,0001.

p=niveles de significacion de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de cuatro determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles incorporados de colina

por minuto y millén de células.
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Porcentaje de incorporacién

FIGURA 4: Estudio comparativo de los efectos del tratamiento de etanol
durante 7 y 31 dias sobre la incorporacién de [metil-*C] colina a los

intermediarios de la ruta de Kennedy en hepatocitos de rata

. [JControl IA7 dias K31 dias
2
150 — / /
-
100 / % /
.
hE SRR
-
¢ nn
‘ [ 5sy) (3
sl il

Betaina Fosfocolina CDP-colina  Fosfatidilcolina

Los resultados son expresados como procentaje de incorporacion respecto

a controles considerados como valor 100.
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IV. REVERSIBILIDAD DE IAS ALTERACIONES
PRODUCIDAS POR EL ETANOL SOBRE EL
METABOLISMO LIPIDICO EN HEPATOCITOS

Segin se ha podido comprobar, el tratamiento prolongado con alcohol
durante 31 dias produce notables alteraciones en el metabolismo lipidico hepatico. Con
objeto de comprobar la persistencia del efecto del etanol sobre la incorporacién de distintas
bases nitrogenadas, hemos analizado como afecta la supresion de etanol durante 3 dias a
la incorporacién de serina, etanolamina y colina marcadas radiactivamente a los diferentes
intermediarios metabdlicos y componentes lipidicos del hepatocito. Para ello, tras 31 dias
de tratamiento se suprimi6 el etanol de la dieta, y tras 3 dias de supresion, se llevaron a

cabo los correspondientes analisis.

IV.1. Incorporacién de L-[3-*H] serina

Se ha analizado el efecto de la retirada del etanol sobre la incorporacién de
serina a lipidos neutros y fosfolipidos, y se han comparado los resultados con los

obtenidos tras 31 dias de tratamiento prolongado de etanol.

En la Figura 5 aparecen representados los valores de incorporacién de
radiactividad a diferentes lipidos neutros, en hepatocitos aislados de animales sometidos
a un tratamiento crénico con etanol y en hepatocitos procedentes de animales a los que se

les retirG el etanol durante 3 dias. Los resultados aparecen expresados como porcentaje de
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incorporacion con respecto a los correspondientes hepatocitos controles, considerados como

valor 100.

Segtn se puede apreciar, tras la retirada del etanol se observa atin un
aumento en la incorporacion de radiactividad a triacilglicéridos, tal y como se observé a
los 31 dias de tratamiento (Figura 5), aunque la supresién del alcohol atentia en gran
medida los incrementos producidos. Respecto a los diacilglicéridos, no incorporan
radiactividad en hepatocitos controles, sin embargo si aparecen marcados tanto tras 31 dias
de tratamiento como tras la supresion del mismo, aunque la retirada del alcohol disminuye
marcadamente los niveles de incorporacién a estos compuestos. Por otra parte, los
resultados indican que en hepatocitos aislados de animales a los que se les suprimi6 el
etanol durante 3 dias no se detecta radiactividad asociada a la fraccién de esteres del
colesterol, contrastando por lo tanto con el enorme incremento en el marcaje radiactivo de

esta fraccion lipidica producido tras el tratamiento crénico con etanol.

En la Figura 6, aparecen representados los resultados obtenidos acerca de
la incorporacién de radiactividad procedente de la serina a fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, en hepatocitos de animales sometidos a un
tratamiento cronico con etanol y en hepatocitos procedentes de animales a los que se les

retir6 el etanol durante 3 dias.

Segin se puede observar, la retirada de etanol afecta de modo marcado al
perfil de incorporaci6n a los diferentes fosfolipidos. Asi, tras la supresion del tratamiento,
la radiactividad asociada a fosfatidilcolina es significativamente superior a la observada en
las células controles, aunque este aumento de incorporacién no es tan marcado como tras
31 dias de tratamiento. Por otra parte, resulta de gran interés el efecto que la retirada de
etanol produce sobre la incorporacion del sustrato a fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina.
De hecho, una vez suprimido el etanol de la dieta se observa una marcada inhibicién en

la incorporacién de radiactividad a fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, que contrasta
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con la enorme activacion en la sintesis de estos fosfolipidos tras un tratamiento

prolongado.

FIGURA 5: Efecto del tratamiento durante 31 dias y de su posterior
supresion sobre la incorporacién de L-[3-’H] serina a los diferentes lipidos

neutros en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como porcentaje de incorporacién respecto

a controles, considerados como valor 100.
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Porcentaje de incorporacion

FIGURA 6: Efecto del tratamiento durante 31 dias y de su posterior

supresion sobre la incorporacion de L-[3-’H] serina a los diferentes

fosfolipidos en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como porcentaje de incorporacién respecto

a controles, considerados como valor 100.
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IV.2. Incorporacién de [1-*H] etanolamina

Los resultados obtenidos tras la incorporacion de etanolamina marcada a los
intermediarios metabolicos de la ruta CDP-etanolamina, y a los intermediarios metilados
del proceso de sintesis de fosfatidilcolina a partir de fosfatidiletanolamina, en hepatocitos
aislados de ratas a las que se les administr6 etanol durante 31 dias y de animales a los que
se les suprimi6 el etanol durante 3 dias, aparecen reflejados en las Figuras 7 y 8
respectivamente. Los valores son expresados como porcentaje de incorporacién con

respecto a los correspondientes hepatocitos controles, considerados como valor 100.

Segin se muestra en la Figura 7, tras la retirada del etanol se sigue
observando un descenso en la incorporacion de etanolamina a fosfoetanolamina y un
aumento en la incorporacién a fosfatidiletanolamina, aunqué este dltimo es de magnitud
muy inferior al observado tras 31 dias de tratamiento. Sin embargo, el descenso en la
incorporacion a CDP-etanolamina producida como consecuencia del tratamiento
prolongado con alcohol desaparece a los 3 dias de la retirada del mismo. De este modo,
la supresion de etanol de la dieta amortigua los efectos producidos por el etanol, de modo

que se tienden a alcanzar valores similares a los controles.

Un comportamiento similar puede observarse en la Figura 8, en donde
aparecen representados los resultados obtenidos tras la incorporacién de etanolamina a
fosfatidilcolina, a los N-metilderivados y fosfatidiletanolamina, bajo estas condiciones
experimentales. Como se aprecia en la figura, tras la retirada del etanol durante 3 dias, se
sigue manteniendo el aumento en la incorporaci6n a los compuestos anteriormente citados,
aunque, de nuevo, las diferencia se atendan en gran medida aproximandose en parte a los
valores controles. La dnica excepcién se observa a nivel de la fosfatidil-N-
monometiletanolamina, en donde la supresion del tratamiento produce un marcado aumento

en sus niveles de radiactividad.
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Porcentaje de incorporacién

FIGURA 7: Efecto del tratamiento durante 31 dias y de su posterior

supresion sobre la incorporacion de [1-°H] etanolamina a los intermediarios

de la ruta de Kennedy en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como porcentaje de incorporaci6n respecto

a controles, considerados como valor 100.
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Porcentaje de incorporacién

FIGURA 8: Efecto del tratamiento durante 31 dias y de su posterior

supresion sobre la incorporacion de [1-*H] etanolamina a los diferentes

fosfolipidos en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como porcentaje de incorporacién respecto

a controles, considerados como valor 100.
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IV.3. Incorporacién de [metil-'*C] colina

Los resultados obtenidos del estudio comparativo acerca de la incorporacién
de colina marcada a los intermediarios metabdlicos de la ruta CDP-colina, tras un
tratamiento cronico con etanol y su posterior supresion, aparecen reflejados en la Figura
9. Los resultados son expresados como porcentaje de incorporacién con respecto a los

correspondientes controles, considerados como valor 100.

Segin se observa, tras la retirada del etanol de la dieta, desaparece la
inhibicion en la sintesis de fosfatidilcolina, que se observa tras 31 dias de tratamiento,
incluso se aprecian mayores niveles de incorporacién a este fosfolipido en células aisladas
de ratas a las que se les retira el alcohol, que en hepatocitos controles. Ademas, desaparece
la inhibicion en el marcaje a betaina que se observé a los 31 dias de tratamiento, y se

produce un marcado descenso en la incorporacién a fosfocolina.
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Porcentaje de incorporacion

FIGURA 9: Efecto del tratamiento durante 31 dias y de su posterior

supresion sobre la incorporacion de [metil-"*C] colina a los intermediarios

de la ruta de Kennedy en hepatocitos de rata
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Los resultados son expresados como porcentaje de incorporacion respecto

a controles, considerados como valor 100.
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Puesto que la fosfatidilcolina sintetizada en la célula puede ser exportada
fuera de ella, hemos analizado también el efecto del etanol a los 7 y 31 dias de
tratamiento, asi como el efecto de la supresi6n del etanol de la dieta durante 3 dias, sobre
la fosfatidilcolina liberada al medio de incubacion. Los resultados expresados en pmoles

de colina incorporados por minuto y millon de células, se muestran en la Tabla IXXX.

Segin se observa, tanto a los 7 y 31 dias de tratamiento con etanol, como
a la retirada del mismo, se produce un aumento en la liberacién de fosfatidilcolina marcada

al medio de incubacion.
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TABLA IXXX

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ETANOL DURANTE 7 Y 31 DIAS Y DE SU
POSTERIOR SUPRESION SOBRE LA LIBERACION DE FOSFATIDILCOLINA AL
MEDIO TRAS LA INCUBACION DE LOS HEPATOCITOS AISLADOS DE HIGADO
DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON [METIL-*C] COLINA

Controles
7 dias
Fosfatidilcolina 4,83 + 0,07
31 dias
Fosfatidilcolina 7,36 = 0,28
Supresién etanol
Fosfatidilcolina 0,80 % 0,06

Tratados

6,52 + 0,32°

9,63 £ 0,37°

1,59 £ 0,28

3p=<0,0350; °p=<0,0050.

p=niveles de significacién de la t de Student respecto a los controles. Los resultados son

media de cuatro determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles liberados de

fosfatidilcolina por minuto y millén de células.
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V. ESTUDIO DE ADAPTACION DE HEPATOCITOS AL
ETANOL

Segin se ha observado a lo largo de este estudio el etanol, tanto tras un
tratamiento prolongado como in vitro, altera de modo marcado el metabolismo lipidico del
hepatocito. Sin embargo, tal y como se define el fenémeno de tolerancia al alcohol,
presenta gran interés analizar la respuesta al alcohol in vitro de los hepatocitos aislados
de animales cronicamente tratados con etanol, respecto a la exhibida por hepatocitos de
animales controles, con el fin de investigar la existencia de una posible adaptacion de la

célula durante el tratamiento prolongado de etanol.

Por ello, en este apartado se ha realizado un estudio comparativo de los
efectos producidos por el etanol in vitro sobre los niveles de componentes lipidicos
celulares y sobre la incorporacién de diferentes sustratos lipogénicos, marcados
radiactivamente, a las fracciones lipidicas, en células de animales controles y tratados

cronicamente con etanol.

Hemos de indicar que estos experimentos se han realizado en células
aisladas de animales controles y tratados que recibieron respectivamente la dieta de Miller

con o sin etanol.
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V.1. COMPOSICION LIPIDICA

En primer lugar se ha llevado a cabo el estudio del efecto del etanol in vitro
sobre los niveles de colesterol, triacilglicéridos, y fosfolipidos, en hepatocitos aislados de

animales controles y tratados cronicamente con etanol.

V.1.1. Niveles de colesterol y triacilglicéridos

Los resultados representados como pg de colesterol o triacilglicéridos por
milllén de células, se muestran en la Figura 10. Segin se puede observar, la incubacién
con etanol 100 mM no produce cambios significativos en los niveles de los componentes
analizados (Figuras 10-A, 10-B, 10-C y 10-D) ni en células controles ni en las procedentes
de animales tratados cronicamente con alcohol, y por tanto no se aprecian diferencias
significativas en ambos tipos de células. De hecho, aunque los niveles de colesterol
esterificado aumentan en hepatocitos controles, y sufren un ligero descenso en los
hepatocitos procedentes de animales tratados con etanol (Figura 10-C), las variaciones no
llegan a ser significativas, probablemente debido a la gran dispersién de los resultados

experimentales obtenidos.
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FIGURA 10: Efecto del etanol in vitro sobre los niveles de colesterol total (A),
colesterol libre (B), colesterol esterificado (C) y triacilglicéridos (D) en hepatocitos
aislados de ratas controles y tratadas. Los resultados son media de doce
determinaciones * S.E.M., expresados pg de colesterol o triacilglicéridos por

millén de células.
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V.1.2. Niveles de los distintos fosfolipidos

Los resultados obtenidos acerca de los efectos del etanol in vitro sobre los
niveles de los distintos fosfolipidos, demuestran que no existe variacion alguna en los
niveles de los fosfolipidos individuales por efecto del etanol in vitro, ni en hepatocitos
controles ni en las células de animales cronicamente tratados con etanol, por lo tanto, los

resultados no se han representado graficamente.

V.2. INCORPORACION DE PRECURSORES METABOLICOS A
LOS DIFERENTES COMPONENTES LIPIDICOS

A continuacién, se comentaran los resultados obtenidos del estudio
comparativo, en hepatocitos aislados de animales controles y tratados créonicamente con
alcohol, acerca de los efectos producidos por el etanol in vitro sobre la incorporacién de
distintos sustratos metabdlicos, marcados isotdpicamente, a los diferentes componentes

lipidicos.

En todos los casos, los resultados obtenidos se expresan como pmoles
incorporados de sustrato por minuto y millén de células.

V.2.1. Incorporacién de [1(3)°H] glicerol

En la Figura 11 se representan los efectos producidos por el etanol in vitro

sobre la incorporacion de glicerol marcado isotdpicamente a distintos lipidos neutros, en

c€lulas aisladas de animales controles y tratados crénicamente con alcohol.
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Se observa que el etanol in vitro produce, tanto en hepatocitos aislados de
animales controles como tratados, un patente aumento en la radiactividad asociada a
diacilglicéridos (Figura 11-A) y triacilglicéridos (Figura 11-B). Sin embargo, al comparar
los efectos producidos por el etanol in vitro sobre la incorporacién de glicerol a las
fracciones lipidicas mencionadas en ambos tipos de células, observamos que, en todos los
casos, el aumento producido por el etanol sobre la incorporacién de glicerol es
significativamente menor en células procedentes de animales tratados crénicamente con

alcohol, que en los controles.

En la Figura 12 se representan los efectos producido por el etanol in vitro
sobre la incorporacion de glicerol marcado isotdpicamente a los distintos fosfolipidos, en
células aisladas de animales controles y tratados crénicamente con alcohol. Segiin se puede
apreciar, el etanol in vitro aumenta la incorporacién a fosfatidilcolina (Figura 12-A),
fosfatidilinositol (Flgura 12-B) y fosfatidiletanolamina (Figura 12-C), aunque dichos
aumentos son significativamente superiores en células controles. Por otra parte, en ningiin

caso se ha observado radiactividad asociada a la fraccion de fosfatidilserina.
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FIGURA 11: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporaci6n de [1(3)*H] glicerol
a diacilglicéridos (A) y triacilglicéridos (B) en hepatocitos aislados de ratas
controles y tratadas. Los resultados son media de tres determinaciones + S.E.M.,
expresados como pmoles incorporados de glicerol por minuto y millén de células.
p=niveles de significacion de la t de Student de los valores obtenidos en presencia

de etanol in vitro con respecto a los hallados en ausencia de etanol.
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FIGURA 12: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacion de [1(3)*H] glicerol
a fosfatidilcolina (A), fosfatidilinositol (B) y fosfatidiletanolamina (C) en
hepatocitos aislados de ratas controles y tratadas. Los resultados son media de tres
determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles incorporados de glicerol por
minuto y millén de células. p=niveles de significacion de la t de Student de los
valores obtenidos en presencia de etanol in vitro con respecto a los hallados en

ausencia de etanol.
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V.2.2. Incorporacién de *H-oleato

Al comparar los efectos producidos por el etanol in vitro sobre la
incorporacion de oleato a lipidos neutros, en células aisladas de animales controles y
tratados cronicamente con alcohol (Figura 13), se observa que la incubacién con alcohol
produce un incremento considerable en la incorporacién a triacilglicéridos (Figura 13-C)
y diacilglicéridos (Figura 13-A), aunque este efecto es netamente superior en células
aisladas de animales tratados. Ademas, el etanol in vitro ejerce efectos contrarios sobre el
contenido intracelular de oleato libre (Figura 13-B). Asi, en células aisladas de animales
controles el etanol disminuye la concentracion intracelular de oleico, mientras que en
hepatocitos de animales tratados, el etanol aumenta el contenido intracelular de este cido
graso. Por otra parte, el etanol in vitro reduce la incorporacién del 4cido graso a colesterol
esterificado de un modo similar en hepatocitos aislados de animales controles o tratados
(Figura 13-D).

Respecto a los fosfolipidos (Figura 14), el etanol in vitro produce un
aumento en la incorporacion de oleato a fosfatidilcolina (Flgura 14-A), fosfatidilinositol
(Figura 14-C) y fosfatidiletanolamina (Figura 14-D), pero no a fosfatidilserina (Flgura 14-
B), tanto en hepatocitos controles como en hepatocitos aislados de animales tratados
crénicamente con etanol. Es interesante destacar que en ambos tipos de células, la
magnitud de los incrementos observados son similares para todos los fosfolipidos
analizados, excepto para fosfatidiletanolamina, en donde se aprecia un aumento de
incorporacion significativamente mas marcado en células tratadas que en los hepatocitos

controles.
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FIGURA 13: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de H-oleato a

L L2

diacilglicéridos (A), triacilglicéridos (C) y colesterol esterificado (D), y sobre los
niveles de acido oleico (B) en hepatocitos aislados de ratas controles y tratadas.
Los resultados son media de tres determinaciones * S.E.M., expresados como
pmoles incorporados de oleato por minuto y millén de células. p=niveles de
significacion de la t de Student de los valores obtenidos en presencia de etanol in

vitro con respecto a los hallados en ausencia de etanol.
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FIGURA 14: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de *H-oleato a
fosfatidilcolina(A), fosfatidilserina (B), fosfatidilinositol (C) y fosfatidiletanolamina
(D) en hepatocitos aislados de ratas controles y tratadas. Los resultados son media
de tres determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de oleato
por minuto y millon de células. p=niveles de significacion de la t de Student de los
valores obtenidos en presencia de etanol in vitro con respecto a los hallados en

ausencia de etanol.
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V.2.3. Incorporacion de bases nitrogenadas

En éste y en los dos siguientes apartados, se muestran los resultados
obtenidos sobre la incorporacién de diferentes bases nitrogenadas a los distintos
fosfolipidos, tras la incubacién con etanol in vitro de hepatocitos procedentes de animales

controles y tratados cronicamente con alcohol.

V.2.3.1. Incorporacién de L-[3-’H] serina

En la Figura 15 se representan los efectos producidos por el etanol in vitro
sobre la incorporacion de serina marcada isotépicamente a los distintos lipidos neutros, en

células aisladas de animales controles y tratados crénicamente con alcohol.

El etanol in vitro produce un aumento significativo en la radiactividad
asociada a triacilglicéridos (Figura 15-B) y colesterol esterificado (Flgura 15-C). Es
interesante que, en células aisladas de animales tratados, en presencia de etanol se observa

incorporacion de radiactividad a diacilglicéridos, que no aparecen, sin embargo, marcados

~en células controles (FIgura 15-A). Por otra parte, el incremento producido por el etanol

in vitro sobre la incorporacion a triacilglicéridos, es claramente superior en células aisladas
de animales tratados cronicamente con alcohol, mientras que las magnitudes de los

incrementos observados en colesterol esterificado son similares en ambos hepatocitos.

Respecto a los fosfolipidos (Figura 16), se observa que el etanol in vitro
ejerce un efecto diferencial sobre la incorporaci6n a fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina
y fosfatidilcolina, en células aisladas de animales controles y tratados. Asi, mientras que
en células aisladas de animales tratados incrementa la incorporacién a fosfatidilcolina

(Figura 16-A) y fosfatidiletanolamina (figura 16-C), pero no a fosfatidilserina (Figura 16-
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B), en hepatocitos aislados de animales controles el etanol in vitro aumenta
significativamente la incorporacion de radiactividad tan sélo a fosfatidilserina y

fosfatidiletanolamina.
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FIGURA 15: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de L-[3°H] serina a
diacilglicéridos (A), triacilglicéridos (B) y colesterol esterificado (C) en hepatocitos
aislados de ratas controles y tratada. Los resultados son media de tres
determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de serina por
minuto y millon de células. p=niveles de significacién de la t de Student de los
valores obtenidos en presencia de etanol con respecto a los hallados en ausencia

de etanol.
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FIGURA 16: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de L-[3°H] serina a
fosfatidilcolina (A), fosfatidilserina (B) y fosfatidiletanolamina (©) en hepatocitos
aislados de ratas controles y tratadas. Los resultados son media de tres
determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de serina por
minuto y millén de células. p=niveles de significacién de la t de Student de los

valores obtenidos en presencia de etanol con respecto a los hallados en ausencia

de etanol.
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V.2.3.2. Incorporacién de [1-°H] etanolamina

En la Figura 17 se representan los efectos producidos por el etanol in vitro
sobre la incorporacion de etanolamina marcada isotdpicamente a fosfatidilcolina (Figura

17-A) y fosfatidiletanolamina (Figura 17-B), en células aisladas de animales controles y

tratados cronicamente con alcohol.

Segtin se puede observar, el etanol in vitro produce un marcado aumento
en la incorporacion de etanolamina a fosfatidiletanolamina y un descenso en Ia
incorporacion a fosfatidilcolina. Estas variaciones, aunque cuantitativamente superiores en
hepatocitos aislados de animales controles, no resultan ser significativamente diferentes de

los encontrados en hepatocitos aislados de animales crénicamente tratados con etanol.
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FIGURA 17: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de [1-*H]
etanolamina a fosfatidilcolina (A) y fosfatidiletanolamina (B) en hepatocitos
aislados de ratas controles y tratadas. Los resultados son media de seis
determinaciones * S.E.M., expresados como pmoles incorporados de etanolamina
por minuto y millén de células. p=niveles de significacion de la t de Student de los
valores obtenidos en presencia de etanol con respecto a los hallados en ausencia

de etanol.
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V.2.3.3. Incorporacién de [metil-*C] colina

En cuanto a los efectos producidos por el etanol in vitro sobre la
incorporacién de colina marcada isotopicamente a fosfatidilcolina. Nuestros resultados,
representados en la Figura 18, indican que el etanol in vitro produce un aumento en la
incorporacién de colina a fosfatidilcolina, que es similar en células aisladas de animales

controles y tratados crOnicamente con etanol.
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FIGURA 18: Efecto del etanol in vitro sobre la incorporacién de [metil-"*C] colina
a fosfatidilcolina en hepatocitos aislados de ratas controles y tratadas. Los
resultados son media de seis determinaciones + S.E.M., expresados como pmoles
incorporados de colina por minuto y millén de células. p=niveles de significacién
de la t de Student de los valores obtenidos en presencia de etanol con respecto a

los hallados en ausencia de etanol.
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Discusién

Diferentes estudios metab6licos han puesto de manifiesto que el higado
desempefia un papel central en el metabolismo lipidico. Asimismo, son numerosos los
trabajos realizados sobre la regulacion de las principales rutas del metabolismo de

fosfolipidos y triacilglicéridos en 6rgano completo y en hepatocitos aislados.

Por otra parte, s ha comprobado que el etanol interfiere con rutas
especificas del metabolismo lipidico (Dich et al., 1983; Hu et al., 1992), de tal manera que
hemos considerado que el higado, y en particular los hepatocitos aislados constituyen un

sistema apropiado para estudiar los efectos del etanol sobre el metabolismo lipidico.

Los mecanismos por los cuales el etanol interfiere con las diferentes vias
metaboélicas no son bien conocidos. Sin embargo, existen pruebas experimentales de que
las principales acciones ejercidas por el etanol ocurren a nivel de distintas membranas
bioldgicas interaccionando con diferentes areas de la bicapa lipidica. De esta manera, el
etanol puede actuar sobre diferentes componentes estructurales de las membranas,
provocando alteraciones en pardmetros bioquimicos y actividades enziméticas asociadas
a membrana. Otra via por la cual el etanol podria modificar el metabolismo lipidico, seria
a través de cambios metabdlicos producidos en el citoplasma celular como consecuencia
de su metabolismo hepatico, mediado por la alcohol deshidrogenasa. Asi, cuando el etanol
es metabolizado se produce un incremento en la relacion NADH/NAD" (Dawson, 1983),
que a su vez provoca alteraciones en la utilizaciébn de diferentes intermediarios

metabolicos.
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I. INFLUENCIA DEL ETANOL IN VITRO SOBRE EL

METABOLISMO LIPIDICO EN HEPATOCITOS DE HIGADO DE
RATA

Con objeto de analizar en profundidad los efectos del etanol sobre las
diferentes rutas del metabolismo lipidico, se realizaron experimentos en los cuales
hepatocitos aislados de higado de rata se incubaron junto con distintos precursores
metabdlicos, marcados isotopicamente, en ausencia o presencia de etanol a una

concentracion 100 mM.

En primer lugar, se ha analizado el efecto del etanol in vitro sobre los
niveles de colesterol y triacilglicéridos. Nuestros resultados muestran, que bajo esta
condicion experimental, sélo incrementan los triacilglicéridos. Esto puede ser debido al
aumento que se produce en acidos grasos y glicerol fosfato como consecuencia del
metabolismo hepatico del etanol (Brindley, 1987), lo que lleva consigo una mayor

formaci6n de precursores para la biosintesis de diacilglicéridos.

Nuestros resultados muestran que el etanol in vitro claramente interacciona
con determinadas actividades enziméticas implicadas en el metabolismo de lipidos neutros
y fosfolipidos. De este modo, cuando incubamos con glicerol marcado isotépicamente
observamos, un incremento en la incorporaci6n de este sustrato lipogénico a los diferentes
lipidos neutros y fosfolipidos. Simultaneamente, y puesto que el etanol es metabolizado
en el hepatocito por la alcohol deshidrogenasa, se han realizado incubaciones en presencia
de 4-metilpirazol, un inhibidor especifico de esta enzima. Nuestros resultados indican que
en presencia de este inhibidor, el efecto producido por el etanol incrementando la
incorporacién de glicerol a los distintos lipidos, practicamente desaparece, con la Gnica

excepcion de un ligero incremento observado en la incorporacion a triacilglicéridos. De
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este modo, el 4-metilpirazol, puede prevenir el aumento en la biosintesis de novo de
lipidos neutros y fosfolipidos por un descenso de los correspondientes sustratos precursores
que serian producidos como consecuencia del metabolismo hepatico del etanol. Por otra
parte, los cambios que acontecen en el estado redox pueden ser un factor importante
responsable de la mayor actividad lipogénica observada en este estudio. De acuerdo con
ésto, Wood y Lamb (1979), inhibiendo la alcohol deshidrogenasa se puede parcialmente
impedir el aumento en la actividad fosfatidato fosfohidrolasa inducido por el etanol en

cultivos de hepatocitos.

Las incubaciones realizadas con oleico tritiado, en presencia o ausencia de
etanol, muestran que el alcohol aumenta marcadamente la incorporacién de este acido
graso a diacilglicéridos, triacilglicéridos, asi como a los distintos fosfolipidos. Sin embargo,
cabe destacar el descenso en el marcaje en colesterol esterificado, probablemente debido
a una inhibici6n especifica producida a nivel de la acil-CoA:colesterol aciltransferasa por
la presencia de etanol. El aumento en el marcaje observado a los diferentes componentes
lipidicos podria obedecer a un aumento en las actividades enzimaticas implicadas en la
sintesis de estos componentes lipidicos, pero teniendo en cuenta que el metabolismo del
etanol produce un incremento en la disponibilidad de sustratos lipogénicos, acidos grasos

y glicerol fosfato, es dificil demostrar dicha activacién en nuestra situacién experimental.

De hecho, en incubaciones realizadas en presencia de 4-metilpirazol
practicamente desaparece el efecto producido por €l etanol in vitro, con la Gnica excepcién
de un ligero incremento observado en la radiactividad asociada a fosfatidiletanolamina. De
esto se deduce que la accién ejercida por el etanol, cuando se utiliza este precursor

lipogénico, es mediada en general por su transformacion via alcohol deshidrogenasa.
Cuando utilizamos serina marcada como sustrato lipogénico, se observa que

el etanol in vitro incrementa significativamente la radiactividad asociada a los diferentes

lipidos neutros y fosfolipidos, excepto a fosfatidilserina, que presenta un nivel de
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incorporacion més elevado, pero no significativo en presencia del etanol. De este modo,
podemos indicar que por efecto del etanol in vitro se produce una activacién en la
degradacidn de serina hasta acetil CoA, que es utilizado para la sintesis de diacilglicéridos
y triacilglicéridos. Ademas, se favorece probablemente la reaccion de intercambio de bases
de serina con otras bases nitrogenadas de fosfolipidos enddgenos, asi como la
descarboxilacion de la fosfatidilserina sintetizada de novo, y la metilacion posterior de

fosfatidiletanolamina para formar fosfatidilcolina.

En presencia de 4-metilpirazol desaparecen los efectos producidos por el
etanol in vitro, lo que indica que también al utilizar serina como sustrato lipogénico, la

accion ejercida por el etanol es dependiente de su metabolismo via alcohol deshidrogenasa.

Con objeto de clarificar la accion ejercida por el etanol in vitro sobre las
rutas de Kennedy que sintetizan fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, via CDP-
etanolamina y CDP-colina respectivamente, se han realizado incubaciones con etanolamina

o colina marcadas isotOpicamente, y en presencia o ausencia de etanol.

Nuestros resultados muestran que en presencia de etanol se produce una
marcada disminucion en la incorporacién a fosfoetanolamina y CDP-etanolamina, aunque
aumenta notablemente la sintesis de fosfatidiletanolamina. De este modo, podemos concluir
que el etanol in vitro ejerce una inhibicion a nivel de la etanolamina quinasa. Los niveles
inferiores en CDP-etanolamina, pueden deberse a que existe menos etanolamina fosfato
y por tanto se sintetiza menos CDP-etanolamina, o probablemente y debido a que los
niveles de fosfoetanolamina aunque disminuidos sean saturantes para la reaccion catalizada
por la enzima etanolamina-fosfato citidililtransferasa, se produzca una inhibicién a nivel
de esta enzima. En cualquier caso, lo que estd demostrado es la activacién que ejerce el
etanol sobre la etanolamina fosfotransferasa, lo que demuestra el incremento en la

radiactividad asociada a fosfatidiletanolamina.
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Por otra parte, en presencia de etanol, se produce una marcada inhibicién
en la formacion de fosfatidilcolina a partir de fosfatidiletanolamina. Ello indica que se
produce una inhibicion, por efecto del etanol, de las correspondientes fosfatidiletanolamina
metiltransferasas, lo cual queda patente por el menor nivel de radiactividad asociado a los

diferentes metilderivados.

En presencia de 4-metilpirazol, se sigue manteniendo la inhibicién en la
sintesis de fosfoetanolamina, y ademas se observa una disminucién en la formacion de
fosfatidiletanolamina. Los niveles de CDP-etanolamina son similares en presencia o
ausencia de etanol, cuando en la incubacion se encuentra presente el 4-metilpirazol. Estos
resultados nos indican, que el etanol ejerce acciones especificas, independiente de su
metabolismo via alcohol deshidrogenasa, inhibiendo a nivel de la etanolamina quinasa y

a nivel de la etanolamina fosfotransferasa.

Por otra parte, en presencia del inhibidor especifico de la alcohol
deshidrogenasa, se mantiene la inhibicion en la sintesis de fosfatidilcolina a partir de
fosfatidiletanolamina. De este modo, podemos indicar igualmente que el etanol inhibe
especificamente a las metiltransferasas implicadas en esta via de sintesis de fosfatidilcolina,

lo cual se demuestra por la disminucién observada en el marcaje de los metilderivados.

La incubacién de los hepatocitos con colina marcada, en presencia o
ausencia de etanol, nos proporciona informacién acerca del efecto que ejerce el etanol
sobre la ruta de sintesis de fosfatidilcolina, via CDP-colina. Nuestros resultados muestran
que el etanol produce una marcada inhibicién en la incorporacion a fosfocolina y CDP-
colina. Sin embargo, permanecen invariables los niveles de radiactividad asociada a

fosfatidilcolina en presencia o ausencia de etanol.

Con objeto de elucidar el mecanismo por el cual el etanol produce una

inhibicion en la incorporacion asociada a estas dos fracciones, fosfocolina y CDP-colina,
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se realizaron las correspondientes incubaciones en presencia del sustrato marcado y 4-
metilpirazol. Nuestros resultados muestran, que bajo estas condiciones experimentales
desaparece la inhibicion en la sintesis de fosfocolina y CDP-colina, y sin embargo
disminuye la formacién de fosfatidilcolina y aumenta el marcaje de betaina. Por ello, el
etanol especificamente, por un mecanismo independiente de su metabolismo, inhibe la
sintesis de fosfatidilcolina, ejerciendo un clara inhibicion a nivel de la colina
fosfotransferasa. Podemos indicar también que el etanol aumenta la degradacién de colina,

lo que se demuestra por el incremento observado en el marcaje de betaina.
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II. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO PROLONGADO CON
ETANOL SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO EN
HEPATOCITOS DE HIGADO DE RATA

Nuestros resultados muestran que el tratamiento prolongado con etanol
produce alteraciones en los niveles de ciertos parametros bioquimicos celulares. De este
modo, se ha observado que en ratas tratadas cronicamente con alcohol se produce una
disminucién en el contenido de colesterol total, debido fundamentalmente a un menor
contenido en colesterol libre. También se han elevado significativamente los niveles en

triacilglicéridos.

Los niveles incrementados en triacilglicéridos, han sugerido que
determinadas enzimas implicadas en la biosintesis de estos lipidos neutros puedan estar
activadas. De este modo, se ha observado en hédmster (Lamb et al., 1979) y en monos
(Savolainen et al., 1984) que la administraci6n crénica de etanol incrementa la actividad
fosfatidato fosfohidrolasa. En estos dltimos animales, se ha detectado ademas que el etanol
induce una activacién de la diacilglicérido aciltransferasa. Asi, pues los aumentos
observados en las actividades de estas dos enzimas incrementarian el potencial del higado
para sintetizar triacilglicéridos, aunque en cualquier caso la expresién de este potencial
depende del aporte de sustratos al higado (Brindley, 1984). Se considera que la fosfatidato
fosfohidrolasa citos6lica es metabélicamente inactiva, y que su translocacién al reticulo
endoplasmético (Brindley, 1984) provoca que la enzima exprese su actividad. Dicha
translocacion es generalmente llevada a cabo por la presencia de acidos grasos libres y de

sus esteres de CoA.

El etanol incrementa la disponibilidad de precursores (4cidos grasos y

glicerol) para la sintesis hepatica de triacilglicéridos (Brindley,1987). Los niveles de acidos
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grasos disponibles para la sintesis de triacilglicéridos, se pueden ver aumentados por el
efecto que ejerce el etanol disminuyendo su catabolismo o incrementado la lipolisis en el
tejido adiposo (Brick and Pohorecky, 1985). Ademas, en el metabolismo del etanol se
produce acetato, que puede ser considerado como un precursor para la sintesis de 4cidos
grasos, hecho que ha sido comprobado por Cascales et al. (1983). Sin embargo, este
proceso no es considerado cuantitativamente significativo en el acimulo de lipidos que se

produce en casos de esteatosis (Konrad and Reed, 1977).

El otro precursor para la sintesis de triacilglicéridos es el glicerol fosfato.
La concentraci6n de este compuesto se halla incrementada por el etanol como resultado
de la oxidacion del etanol y los cambios producidos en el estado redox (Lieber, 1974). Sin
embargo, existen dudas acerca de la influencia de este sustrato en el aumento hepético de
triacilglicéridos. De este modo, Dich et al. (1983) han indicado que las fluctuaciones en
la concentracion de glicerol fosfato no median en el efecto del etanol sobre la biosintesis
de glicerolipidos. Posteriormente, Castro et al., (1987); realizaron estudios in vitro,
utilizando hepatocitos aislados de ratas ayunadas o alimentadas, con el objeto de analizar
si el efecto activador del etanol sobre la sintesis de triacilglicéridos es dependiente de los
niveles de glicerol 3-fosfato. Observaron que s6lo en hepatocitos aislados de ratas que
ayunaron, el aumento inducido por el etanol en la concentracién de glicerol 3-fosfato es
determinante para la estimulaci6n en la sintesis de triacilglicéridos en presencia de etanol.
En estas condiciones de privacion de comida es importante considerar el hecho de que la
actividad glicerol fosfato aciltransferasa mitocondrial hepética se encuentra disminuida

(Declercq et al., 1982; Bates and Saggerson, 1979).

De todo lo indicado, podemos deducir que el incremento observado en los
niveles de triacilglicéridos se debe fundamentalmente a la activacién de las enzimas
implicadas en su sintesis, aunque no hay que descartar la mayor disponibilidad de

precursores hepaticos para la sintesis de estos compuestos lipidicos.
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En el presente trabajo se han realizado estudios para analizar los efectos
producidos por el tratamiento prolongado con etanol sobre las principales rutas del
metabolismo lipidico. Para ello, se han incubado hepatocitos aislados de ratas controles y
tratadas cronicamente con etanol con diferentes precursores lipogénicos, marcados
radiactivamente, y se ha cuantificado la radiactividad asociada a las distintas fracciones de

lipidos neutros y fosfolipidos.

Respecto a la incubacion con glicerol, marcado isotdpicamente, nuestros
resultados muestran que la administracion de etanol durante 31 dias, produce un aumento
en la incorporacion de este precursor a las fracciones de lipidos neutros y fosfolipidos de
hepatocitos. El incremento observado en la incorporacién a diacilglicéridos y
triacilglicéridos, se considera que puede ser debido a cambios en diferentes actividades
enzimaticas por efecto del tratamiento prolongado con etanol. En todo caso, es importante
indicar que el aporte de los sustratos necesarios para las reacciones catalizadas por estas

enzimas se encuentra favorecido en esta condicién experimental.

Los diacilglicéridos son ademés precursores para la sintesis de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. El incremento observado en la incorporacion de
glicerol a fosfatidilcolina, puede ser debido a la alta concentracién de diacilglicéridos
observada tras el tratamiento prolongado con etanol, lo cual favoreceria la ruta de sintesis
de este fosfolipido, o bien puede deberse a la activacién especifica de determinadas
enzimas implicadas en la biosintesis de fosfatidilcolina via CDP-colina. Serd necesario
disefiar experimentos posteriores para confirmar esta Gltima hipétesis. Por otra parte, se
conoce que la biosintesis de fosfatidilinositol se lleva a cabo por una ruta diferente que no
utiliza diacilglicéridos como precursores. En nuestros resultados, tras el tratamiento
prolongado con etanol, observamos un incremento significativo en la incorporacién de
glicerol a este fosfolipido. Esto significa que el etanol puede ademas activar a ciertas
enzimas implicadas en la biosintesis de 4cido fosfatidico, tales como glicerol fosfato

aciltransferasas (lo que proporcionaria mayor concentracién de precursor inicial para la
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sintesis de fosfatidilinositol), o bien el etanol podria actuar sobre la actividad fosfatidato
citidililtransferasa, incrementando la formacién de CDP-diacilglicérido, el cual actuaria

como precursor para la biosintesis de fosfolipidos anidnicos.

Se ha observado que tras el tratamiento prolongado con etanol, se produce
un incremento en la incorporacion de oleato radiactivo a diacilglicéridos, triacilglicéridos
y colesterol esterificado, asi como a fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y
fosfatidiletanolamina. En lipidos neutros el mayor nivel de incorporacién se encuentra
asociado a la fraccion de triacilglicéridos, mientras que en la fraccién de fosfolipidos es

la fosfatidilcolina la que se encuentra significativamente mas marcada.

En estos experimentos, hemos de considerar el efecto producido por la
mayor concentracion de oleato junto a la accién que ejerce el etanol sobre la actividad de
enzimas especificas implicadas en la sintesis de los -diferentes lipidos neutros y
fosfolipidos. De este modo, se conoce que los 4cidos grasos tales como el oleato estimulan
rapidamente la biosintesis y secreci6n de los triacilglicéridos hepaticos. Por otra parte, el
otro componente cuantitativamente mas marcado tras la incubaci6n de los hepatocitos con
oleato, es la fosfatidilcolina. Feldman et al. (1980) indicaron que la forma soluble de la
colina-fosfato citidililtransferasa, implicada en la biosintesis de fosfatidilcolina, requiere
de lipidos para expresar su maxima actividad. Recientemente, se han realizado estudios
sobre la regulacion de la biosintesis hepética de triacilglicéridos y fosfatidilcolina, y se ha
sugerido que la concentracién de CDP-colina puede ser un importante regulador en el
punto de ramificacién en el que estén situados metabdlicamente los diacilglicéridos (Lamb
et al., 1993). De este modo, indican que el diacilglicérido se incorpora preferentemente a
fosfatidilcolina o triacilglicéridos dependiendo de la disponibilidad de CDP-colina. En
nuestros ensayos, los niveles de oleato (adicionado ex6genamente) son probablemente muy
superiores a los de CDP-colina, ello explica la mayor incorporacién observada en la
fraccion de triacilglicéridos respecto a la encontrada en fosfatidilcolina, asi como la mayor

incorporacién observada en estas dos fracciones respecto a los restantes lipidos neutros y
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fosfolipidos.

Ademas, se produce un aumento en la incorporacién a diacilglicéridos,
probablemente debida a la activacién producida a nivel de la fosfatidato fosfohidrolasa. La
mayor concentracion observada en triacilglicéridos obedece también a la activacién de la
diacilglicérido aciltransferasa. El etanol podria ejercer una activacién de la acil
CoA:colesterol aciltransferasa, lo que explicaria el incremento detectado en la

incorporacion a colesterol esterificado (Sanchez-Amate et al., 1991).

Respecto a los fosfolipidos, en todos ellos se observa que el tratamiento
prolongado con etanol aumenta la incorporacién de oleato a los distintos fosfolipidos.
Estos resultados indican una activacién especifica del remodelado de estos fosfolipidos.
Puesto que el tratamiento no modifica la incorporacién de 4cido oleico a fosfatidilserina,

se deduce que el etanol no modifica sustancialmente la correspondiente actividad

aciltransferasa.

Las reacciones de intercambio de bases representan la principal ruta de
biosintesis de fosfatidilserina. Nuestros resultados demuestran como el maximo nivel de
incorporacion aparece en la fraccién de fosfatidilserina. No obstante, el hecho de detectar
radiactividad asociada a los fosfolipidos, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, indica que
en hepatocitos de rata, en nuestras condiciones experimentales, los niveles de
descarboxilacién mitocondrial de fosfatidilserina, asi como la metilacién posterior - de
fosfatidiletanolamina en reticulo endoplasmatico, se lleva a cabo de modo eficiente. En
cuanto al fosfatidilinositol, fosfolipido que se sintetiza por una ruta diferente, no aparece

marcado radiactivamente.
Nuestros resultados muestran que por efecto del tratamiento prolongado con

etanol incrementa la incorporacién de serina marcada a los distintos fosfolipidos

mencionados. Esto probablemente significa que el etanol favorece la reaccién de
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intercambio de bases de serina con la cabeza polar del fosfolipido fosfatidiletanolamina,
y ademas activa la descarboxilacion de fosfatidilserina (fosfatidilserina descarboxilasa) en
la mitocondria y la metilacion posterior de fosfatidiletanolamina por mediacién de la

fosfatidiletanolamina metiltransferasas microsomales.

Los lipidos neutros también aparecen marcados en incubaciones con serina
radiactiva. Esto es debido a la degradacion de la serina via desaminaci6n deshidratante que
produce piruvato, €l cual es transformado en acetil-CoA, sustrato utilizado para la sintesis
de 4cidos grasos y colesterol. La mayor produccion de 4cidos grasos tras el metabolismo
de la serina, junto con el aumento observado en el contenido en glicerol fosfato producido
por el etanol (Brindley, 1987), originan los sustratos adecuados para la sintesis de
diacilglicéridos. Por ello, se origina una mayor sintesis de lipidos neutros. De nuevo, se
confirma que en hepatocitos de animales crénicamente tratados con etanol se halla

favorecida la sintesis de esteres de colesterol.

Con objeto de comprobar si los efectos producidos por el etanol tras 31 dias
de tratamiento sobre la incorporacion de serina a distintos lipidos neutros y fosfolipidos,
se mantienen o por el contrario desaparecen después de 3 dias de la supresién del etanol
de la dieta, se realizaron las correspondientes incubaciones con serina marcada. Los
resultados obtenidos, en estas condiciones, muestran que se sigue observando el
incremento en la biosintesis de diacilglicéridos y triacilglicéridos. Respecto a los
fosfolipidos, se sigue apreciando también un incremento en el marcaje de fosfatidilcolina,

aunque, sin embargo, se inhibe la biosintesis de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina.

Las incubaciones de hepatocitos con etanolamina marcada radiactivamente
proporcionan el sistema mas adecuado para el estudio de la ruta de Kennedy que sintetiza
fosfatidiletanolamina via CDP-etanolamina y de la via que origina fosfatidilcolina por
metilacion de fosfatidiletanolamina. En nuestros experimentos se observa que el

tratamiento prolongado con etanol disminuye marcadamente la incorporacién de
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etanolamina marcada a fosfoetanolamina y CDP-etanolamina. Sin embargo, se incrementa
la sintesis de fosfatidiletanolamina y la metilacion de ésta para formar fosfatidilcolina.
Nuestros resultados indican que el descenso de estos intermediarios metabdlicos seria
atribuible a un descenso en la carga energética producido como consecuencia del
tratamiento prolongado con etanol. Sin embargo, es factible que también contribuye la
mayor sintesis de fosfatidiletanolamina provocada por la mayor disponibilidad de
diacilglicéridos. Esto podria explicar el aumento observado en la fracci6én de
fosfatidiletanolamina, a pesar de la menor incorporacién a los dos intermediarios
metabdlicos de la ruta CDP-etanolamina. Por otra parte, las metiltransferasas, responsables
de la formacidn de fosfatidilcolina a partir de fosfatidiletanolamina, se encuentran activadas
debido al tratamiento prolongado con etanol. Este tltimo resultado confirma los obtenidos
por Uthus et al. (1976), quienes observaron que la administracién de etanol estimulaba
significativamente la actividad especifica de las metiltransferasas de la ruta de biosintesis

de fosfatidilcolina en microsomas de higado de rata.

Con objeto de comprobar si los efectos producidos por el tratamiento
prolongado con etanol durante 31 dias se visualizan a los 7 dias de tratamiento, hemos
realizado las incubaciones correspondientes con etanolamina marcada tras 7 dias de
tratamiento con etanol. Nuestros resultados muestran que tras este periodo de tiempo,
aumenta significativamente la sintesis de fosfoetanolamina. Ademas, en este tratamiento
se observa ya un marcado aumento en la sintesis de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina.
De este modo, podemos decir que los 7 dias de tratamiento con etanol son suficientes para
observar la activacion a nivel de la etanolamina fosfotransferasa y a nivel de las
metiltransferasas. Sin embargo, se requiere un tratamiento mas prolongado para observar
la inhibici6n a nivel de la etanolamina quinasa y etanolamina-fosfato citidililtransferasa.
Podemos sefialar que la etanolamina quinasa presenta un comportamiento diferencial, ya
que a los 7 dias de tratamiento se encuentra activada y a los 31 dias inhibida.
Probablemente, ello sea debido a que 7 dias de tratamiento no son suficientes para

producir un significativo descenso de la carga energética o de los niveles de ATP.
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Ademas, se han realizado experimentos con etanolamina marcada tras la
supresion del etanol en la dieta durante 3 dias, después de un tratamiento prolongado
durante 31 dias. Nuestros resultados indican que tras la retirada del etanol, se sigue
observando una ligera disminucioén en la incorporacién a fosfoetanolamina, lo que se
traduce que tras este tiempo de retirada se sigue manteniendo la inhibicién de la
etanolamina quinasa, aunque desaparece la inhibicion ejercida a nivel de la etanolamina-
fosfato citidililtransferasa, ya que se restauran los niveles de CDP-etanolamina respecto a
los controles. Por otra parte, tras la supresion de etanol seguimos observando una
activacion, aunque de menor magnitud, a nivel de la etanolamina fosfotransferasa y de las

metiltransferasas.

Las incubaciones de hepatocitos con colina marcada radiactivamente
proporcionan el sistema mas adecuado para el estudio de la ruta de Kennedy que sintetiza
fosfatidilcolina via CDP-colina. Nuestros resultados muestran que el tratamiento
prolongado con etanol no altera los niveles de incorporacién de colina a fosfocolina o
CDP-colina. Sin embargo, si disminuye significativamente la formacién de betaina y la
biosintesis de fosfatidilcolina. Esto demuestra que la oxidacién de colina se encuentra
inhibida por el etanol. Ademas, es probable que el alcohol no modifique la actividad
colina-fosfato citidililtransferasa, ya que no disminuyen los niveles de CDP-colina, y sin
embargo, si inhiba especificamente la colina fosfotransferasa, lo que explicaria la menor

formaci6n de fosfatidilcolina.

Los resultados obtenidos sobre la incorporacién de este sustrato a los
diferentes intermediarios de la ruta CDP-colina, tras 7 dias de tratamiento con etanol, nos
indican que tras este periodo de tiempo, aumenta la incorporacion de colina a fosfocolina,
CDP-colina, y fosfatidilcolina. Es decir, nuestros resultados muestran que las enzimas
implicadas en la biosintesis de fosfatidilcolina, a través de la ruta de Kennedy, muestran
un comportamiento diferencial a distintos tiempos de tratamiento. De este modo, a los 7

dias podemos indicar que el alcohol ejerce activaciones a nivel de la colina quinasa, a
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nivel de la colina-fosfato citidililtransferasa, y a nivel de la colina fosfotransferasa. La

inhibicién en la oxidacién de colina es similar a los 7 y 31 dias de tratamiento.

Tras la supresion del etanol de la dieta, se observa una disminucién
significativa en la incorporacion a fosfocolina, y un aumento en la incorporacién a
fosfatidilcolina, de modo que la retirada de etanol se traduce en una restauracién o incluso

en un cambio de signo contrario en el proceso de biosintesis de fosfatidilcolina.
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III. ESTUDIO DE ADAPTACION DE HEPATOCITOS AL ETANOL

El fenémeno de adaptacién a la ingesta cronica del alcohol, o tolerancia,
comprende un amplio rango de eventos fisioldgicos. A nivel de las membranas celulares,
la tolerancia se manifiesta como la resistencia a los desérdenes moleculares de los
fosfolipidos de membrana producidos por el etanol in vitro. La tolerancia de membrana
inducida por el etanol, asi como las alteraciones lipidicas han sido ampliamente estudiadas
(Taraschi and Rubin, 1985; Goldstein, 1986). La tolerancia de membrana fue descrita en
sinaptosomas de cerebro (Chin and Goldstein, 1977), y posteriormente se ha definido para
una gran variedad de tejidos, tales como membrana plasmatica, microsomas y mitocondrias
de higado (Waring et al., 1982; Taraschi et al., 1986), y membranas de eritrocitos
(Taraschi et al., 1985).

Se ha demostrado en eritrocitos, sinaptosomas y membranas celulares de
higado (Rottenberg, et al., 1981, Kelly-Murphy et al., 1984; Nie et al., 1987), que la
tolerancia de membrana se acompara por una reduccién en el coeficiente de reparto del

etanol y de otros compuestos lipofilicos en las membranas.

Aunque es bien conocido que, bajo ciertas condiciones experimentales se
produce el fenémeno de tolerancia, los mecanismos que conducen al mismo no estan bien
definidos. No obstante, se ha mostrado que en microsomas de higado, el fosfatidilinositol,
y en menor grado la fosfatidilserina, pueden conferir resistencia al desorden producido por

el etanol in vitro (Taraschi et al., 1986).
Como ya hemos comentado, tanto el tratamiento prolongado con etanol

durante 31 dias como el etanol in vitro, a concentracion 100 mM, modifican

especificamente determinados aspectos del metabolismo lipidico. Por lo tanto, nos ha
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parecido interesante realizar un estudio comparativo de los efectos producidos por el etanol
in vitro sobre la incorporacion de diferentes sustratos metabdlicos, marcados
radiactivamente, a distintas fracciones lipidicas, en células de animales controles y tratados
crénicamente con etanol. Con estos experimentos se pretende analizar la existencia de
cambios adaptativos en el hepatocito que permitan resistir la presencia del etanol in vitro,

de modo que puedan ser capaces de funcionar normalmente en presencia de este agente.

Las incubaciones realizadas en presencia de glicerol como sustrato
lipogénico, muestran que el etanol in vitro produce, tanto en hepatocitos aislados de
animales controles como tratados, un patente aumento en la radiactividad asociada a
diacilglicéridos, triacilglicéridos, y fosfolipidos, aunque es significativamente menor en
células procedentes de animales tratados crénicamente con alcohol. Estos resultados

demuestran el comportamiento diferencial exhibido por ambos tipos de hepatocitos.

De lo expuesto, podemos concluir que se produce un cambio adaptativo en
las células procedentes de animales tratados crénicamente con alcohol, ya que si bien estas
células funcionan normalmente, la misma concentracién de etanol in vitro produce cambios
de menor magnitud a los encontrados en células aisladas de animales controles e incubadas
en presencia de la misma concentraci6n de etanol. Es probable, que se requiera una mayor
concentracion de etanol en el medio de incubacién para conseguir los mismos efectos
sobre la biosintesis de los diferentes componentes lipidicos en células aisladas de animales

tratados, que los que se observan en hepatocitos procedentes de animales controles.

Las incubaciones realizadas con écido oleico marcado, muestran que el
etanol in vitro produce un aumento mas marcado sobre la incorporacién de oleico a
triacilglicéridos en células aisladas de animales tratados crénicamente con etanol. Por tanto,
no se puede considerar en este caso la existencia de un cambio adaptativo, sino que por
el contrario, se favorece ain mas la incorporacion de este acido graso a triacilglicéridos.

Hemos de indicar que en esta situacién experimental los niveles de triacilglicéridos
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hepaticos son cuantitativamente superiores en hepatocitos de animales tratados, y por tanto

no es extrafio que la magnitud de la incorporacion de oleico sea igualmente superior.

Por otra parte, el etanol in vitro produce una inhibicién, de gran magnitud,
sobre la incorporacion de oleico a colesterol esterificado en ambos tipos de células. De
este modo, la acil-CoA:colesterol aciltransferasa que se encontraba activada tras un
tratamiento prolongado con etanol, se inhibe cuando estos hepatocitos son incubados en
presencia de etanol, mostrando el mismo efecto que en células aisladas de animales

controles incubadas con etanol in vitro.

Respecto a los efectos producidos por el etanol in vitro sobre la
incorporacién de oleico a los diferentes fosfolipidos, en células aisladas de animales
controles o cronicamente tratados con etanol, son similares para los diferentes fosfolipidos
en ambos tipos de células. La Gnica excepcion, reside en el aumento de incorporacién a
fosfatidiletanolamina, significativamente mas marcado por efecto del etanol in vitro en
células aisladas de animales tratados con etanol. De este modo, podemos indicar que es
el remodelado de fosfolipidos, especificamente el de la fosfatidiletanolamina, el que se

activa bajo esta condicién experimental.

Cuando se realizan incubaciones en presencia de serina marcada
isot6picamente, se observa que el etanol in vitro produce un aumento significativo en la
radiactividad asociada a triacilglicéridos y colesterol esterificado. Por otra parte, los
incrementos producidos por el etanol in vitro sobre la incorporacion a diacilglicéridos y
triacilglicéridos, son claramente superiores en células aisladas de animales tratados
crénicamente con alcohol, mientras que las magnitudes de los incrementos observados en
colesterol esterificado son similares en ambos hepatocitos. Podemos indicar, que al utilizar
serina como sustrato lipogénico, el etanol in vitro produce aumentos de mayor magnitud
en la incorporacién a diacilglicéridos y triacilglicéridos, en células aisladas de animales

cronicamente tratados con alcohol. Estos resultados contrastan claramente con los
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obtenidos cuando las incubaciones se realizan con glicerol marcado. De este modo,
podemos sefialar que tales discrepancias se producen por el origen de los precursores
utilizados para la sintesis de diacilglicéridos y triacilglicéridos, en ambos casos. En el caso
de las incubaciones realizadas con serina, probablemente se favorezca en mayor grado la
degradacion de este aminoacido en células aisladas de animales tratados e incubados con

etanol, lo que explicaria el mayor aporte de sustratos para la biosintesis de lipidos neutros.

Respecto a los fosfolipidos, se observa que el etanol in vitro ejerce un efecto
diferencial sobre la incorporacion a los diferentes fosfolipidos, en células aisladas de
animales controles y tratados. De este modo, mientras que en células aisladas de animales
tratados incrementa la incorporacion a fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, pero no a
fosfatidilserina, en hepatocitos aislados de animales controles el etanol in vitro aumenta
significativamente la incorporaciéon de radiactividad a fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina. De lo expuesto se observa la accion diferencial que el etanol in vitro
ejerce sobre la biosintesis de estos tres fosfolipidos en células aisladas de animales
controles o tratados. El tratamiento crénico con etanol incrementa la incorporacién de
serina a los tres fosfolipidos mencionados, indicando una activacién a nivel de las enzimas
implicadas en su biosintesis. Por otra parte, en células controles, el etanol in vitro aumenta
la incorporacion a fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, no presentando efecto alguno
sobre las actividades metiltransferasas. Sin embargo, en células aisladas de animales
tratados cronicamente con etanol, la presencia de etanol no incrementa la biosintesis de
fosfatidilserina, sin embargo si se produce una activacién de la fosfatidilserina

descarboxilasa y metiltransferasas.

El etanol in vitro produce un marcado aumento en la incorporacién de
etanolamina a fosfatidiletanolamina y un descenso en la radiactividad asociada a
fosfatidilcolina. Estas variaciones son cuantitativamente superiores en hepatocitos aislados
de animales controles, 1o que se traduce en un cambio adaptativo de las enzimas

implicadas en la biosintesis de estos fosfolipidos.
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De los efectos producidos por el etanol irn vitro sobre la incorporacion de
colina marcada isotopicamente a fosfatidilcolina, en células aisladas de animales controles
y tratados crénicamente con alcohol, nuestros resultados indican que el etanol in vitro
produce un aumento en la incorporacién de colina a fosfatidilcolina, que es similar en
células aisladas de animales controles y tratados crénicamente con etanol. La enzima
cuantitativamente mas importante en la biosintesis de fosfatidilcolina, la colina
fosfotransferasa, se encuentra inhibida tras un tratamiento prolongado con etanol, y se
activa tras la incubacion de estas células con etanol in vitro, lo que explica un

comportamiento diferencial de la misma.
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1.- La incubacién, en presencia de etanol, de hepatocitos aislados de rata con
diferentes precursores lipogénicos, pone de manifiesto que el alcohol produce un marcado
incremento en la biosintesis de novo de lipidos neutros y fosfolipidos. Este efecto es
dependiente del metabolismo hepatico del etanol via alcohol deshidrogenasa, puesto que

en presencia de un inhibidor especifico de esta enzima se restaura la actividad lipogénica.

2.- Se comprueba una accion especifica del etanol sobre la sintesis de novo
de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina a través de la ruta de Kennedy. Concretamente
el etanol inhibe marcadamente la incorporacién de etanolamina y colina a los
correspondientes fosfolipidos, lo que indica un efecto especifico a nivel de la colina y
etanolamina fosfotransferasas. Este hecho es solamente detectado cuando se inhibe el

metabolismo hepatico del etanol.

3.- Igualmente se demuestra que el tratamiento prolongado de etanol produce
una inhibicién en la incorporacién de colina a fosfatidilcolina, a nivel de la colina

fosfotransferasa indicando una alteracién de la ruta biosintética de Kennedy.

4.- Las alteraciones metabdlicas producidas como consecuencia de la
suplementacion prolongada de etanol favorecen marcadamente la utilizacién de diferentes
sustratos lipogénicos. Especialmente interesante es la mayor utilizacién de serina para la
biosintesis de 4cidos grasos que son acumulados en forma de triacilglicéridos y

fosfolipidos.

5.- Como consecuencia de la suplementacién prolongada de etanol, los
hepatocitos adquieren una mayor capacidad para metabolizar distintos sustratos lipogénicos

que la exhibida por los hepatocitos no tratados.
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