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La elevada tasa de mortalidad debida a enfermedades
cardiovasculares, asi como el hecho comprobado de que las dos
terceras partes de las mismas se deben a obstrucciones coronarias
por depébsito de placas'ateroscleréticas cuyo principal componente
es el colesterol, son 1los motivos principales para un
conocimiento exhaustivo de la colesterogénesis y lo que es mas
importante, su regulacién.v

Existen estudios que confirman una correlacién positiva
de 1los trastornos coronarios y el estado hipercolesterolémico .
En la enfermedad de tipo hereditario denominada
hipercolesteroclemia familiar, no es operativo el mecanismo de
inhibicién "feedback" por el colesterol de la dieta, lo cual
parece sugerir la existencia de algun tipo de regulacién de 1la
colesterogénesis distinto al mediado por su producto final.

Efectivamente, se han descrito un gran namero de
factores que tienen influencia en la biosintesis de colesterol |,
entre los que se encuentran algunas hormonas. Seria muy
importante, desde un punto de vista terapettico, demostrar la
existencia de algun medio de regulacién de 1la colesterogénesis
que no estuviese implicado en el control "feedback", puesto que
al ser éste un mecanismo autorregulador contribuye al
mantenimiento de un nivel relativamente constante de colesterol.
Sin embargo, podria acontecer una disminucién importante de 1la
tasa de colesterol si un agente -tal como una hormona- no actuase
mediante aquella via.

La demostracién de que la enzima HMG CoA reductasa es el
punto clave en la regulacién del proceso de sintesis, posibilita
que la mayor parte de los estudios recientes se lleven a cabo
sobre dicha enzima, comprobandose por otra parte que cambios en
la tasa de colesterogénesis conllevan otros paralelos en la
actividad reductasa. Aunque estudios recientes hacen que este
concepto haya que utilizarlo con precaucidén, 1lo cierto es que la
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enzima mejor regulada por lo que se conoce hasta ahora, y por lo
tanto la que se toma como indice siempre que se quiere comprobar
el papel regulador que cualquier factor puede ejercer sobre la
biosintesis del colesterol, es la HMG CoA reductasa.

Ha sido ampliamente demostrado que bajo condiciones
normales, tanto la actividad reductasa como la velocidad de
colesterogénesis exhiben un ritmo en su evolucién diurna,
dependiente del periodo de ingesta m&s que del propio ciclo luz-
oscuridad. Esta circunstancia sugiere, por tanto, que el factor
regulador de dicha variacién diurna en la actividad enzimatica es
de origen endégeno y muy sensible ademis a alguna sefial ambiental
periédica. De hecho, es muy posible la existencia de un mecanismo
regulador que implique una o varias hormonas, aunque se demuestra
que dicho ritmo diurno no estéd controlado por el contenido de
serotonina o melatonina de la glandula pineal.

Los primeros estudios acerca del efecto hormonal sobre
la sintesis de colesterol se llevaron a cabo a principio de 1la
década de 1los 50. En aquel momento, 1la disponibilidad de 1t4¢C
posibilité el seguimiento de un compuesto a través de una ruta
metabdélica. La demostracién de que el acetato act@ia como fuente
de todos los carbonos que componen la molécula de colesterol ‘
asi como que éste puede ser sintetizado en condiciones in vivo o
in wvitro, constituyé el escenario para la determinacién de los
efectos hormonales sobre 1la conversiébn de [t4Clacetato en
colesterol. Las primeras experiencias se realizaron con animales
démpletos, érganos perfundidos o cortes tisulares. También se
demostré la incorporacién de acetato marcado a colesterol por
homogenados de higado de rata, lo que determiné gque muchos de los
trabajos que se 1llevaron a cabo sobre regulacién hormonal
utilizasen dicha muestra biolégica.

La determinacién de un répido método radiactivo de 1la
actividad HMG CoA reductasa, asi como 1la solubilizacién y
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purificacién parcial de dicha enzima microsomal, ha hecho de
dicha medida la mé&s empleada en los estudios con hormonas. Se han
utilizado cultivos de fibroblastos humanos en numerosas ocasiones
para estudiar la regulacién del metabolismo de 1lipidos ¥y
lipoproteinas, y han sido especialmente Gtiles para establecer la
ruta del receptor de LDL y las anormalidades en 1las familias
hipercolesterolémicas. Sin embargo, se est& reconociendo 1la
necesidad de definir bien un medio de cultivo artificial para las
células , ya que la preparacién de los sueros deficientes de
lipidos o lipoproteinas usados en la preincubacidén de las células
para inducir 1los receptores y la sintesis de lipidos antes del
ensayo, puede introducir artefactos. La presencia en el suero de
hormonas y factores de crecimiento en concentraciones variables
también complica el estudio de sus efectos en el metabolismo
lipidico. Asi, se han encontrado estimulos en la incorporacién de
acetato a colesterol no coordinados con un incremento en 1la
actividad HMG CoA reductasa. El bloqueo de la coordinacién en la
respuesta entre estos dos pardmetros en células preincubadas en
medio artificial, no se pudo explicar por:

a) estimulacién de un paso posterior al mevalonato medido
por incorporacién de mevalonato a colesterol

b) dinactivacién in vitro de la HMG CoA reductasa por
fosforilacién: 1la incubacién de microsomas de fibroblastos con
fosfatasa alcalina de E. coli resulté en una reduccién de
actividad HMG CoA reductasa, en contraste con un incremento en
los microsomas hepaticos

c) 1la presencia de inhibidores de HMG CoA reductasa en los

extractos microsomales.

Estos resultados indican que 1la actividad HMG CoA
reductasa no puede ser considerada como el Gnico indice’ de 1la
sintesis de colesterol, sobre todo en cultivo de células bajo
todas las condiciones experimentales estudiadas. Sin embargo,
como ya se ha dicho en apartados anteriores, esta enzima cataliza
el paso limitante en la biosintesis del colesterol. La actividad
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reductasa presenta rédpidos y grandes cambios en respuesta a las
necesidades corporales de colesterol, sus productos y otros
metabolitos derivados del mevalonato. Estos cambios son
efectuados por dos sefiales: dieta y hormonas. Quizés el proceso
regulador mejor estudiado es el sistema "feedback” mediado por
LDL, y se ha demostrado que la reduccién de actividad HMG CoA
reductasa por LDL es debida a la supresién de 1la transcripcién
del gen de la reductasa y a la aceleracién en la degradacién de
la proteina reductasa. Sin embargo, y en contraste c¢on la
regulacién por LDL, no se sabe casi nada sobre los mecanismos por
los que varias hormonas regulan la actividad HMG CoA reductasa.
Con respecto a las hormonas pituitarias, se ha demostrado que la
actividad reductasa hepdtica se reduce a niveles muy bajos en
ratas hipofisectomizadas. La administracién de Ts a estos
animales incrementa la actividad reductasa alrededor de 3 veces
por encima del valor normal. La actinomicina D y la cicloheximida
bloquean el incremento de la actividad reductasa mediado por 1la
Ts. Esto sugiere que el efecto de la Ts se debe a un incremento
en la sintesis de ARN y de proteinas. En efecto, la
administracién de triiodotironina resulta en un gran incremento
en actividad HMG CoA reductasa, sintesis de proteinas y de ARNm.

Dada la importancia universalmente reconocida del higado
y de la mucosa duodenal en la sintesis de colesterol en animales,
se ha estudiado detenidamente la incorporacién de acetato a
lipidos insaponificables totales, asi como su oxidacién a CO: y
H20 para 1la obtencién de energia. Del mismo modo, dada 1la
contribucidén del rifiébn al metabolismo del mevalonato -precursor
muy wutilizado en la colesterogénesis-, ha parecido oportuno el
estudio del metabolismo del acetato en este érgano con el fin de
establecer 1las comparaciones oportunas entre los distintos
tejidos u érganos del pollo. Por tltimo, de acuerdo con la
importancia del colesterol como constituyente de los lipidos del
cerebro, Y en especial de las vainas de mielina, se ha
considerado de interés estudiar el metabolismo del acetato en
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condiciones préximas a una activa mielinizacién.

Por otra parte, y dado que el efecto de las hormonas
tiroideas sobre el metabolismo del colesterol no est4 del todo
claro, existiendo incluso observaciones contradictorias, y
teniendo en cuenta la influencia que los distintos niveles de
estas hormonas presentan sobre la sintesis y degradacién del
colesterol, se ha estudiado el efecto del 6-n-propil-2-tiouracilo
(PTU), de la 3,5,3'-triiodo-L-tironina (L-T3) y de la 3,5,3',5'~-
tetraiodo-L-tironina (L-T4) sobre el metabolismo del acetato,
estableciéndose las correspondientes comparaciones respecto a 1la
utilizacién del mevalonato como sustrato, tanto para la sintesis

de colesterol como de compuestos no esteroidicos.
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Durante 1los WUltimos afilos se han publicado algunas
revisiones sobre la biosintesis de compuestos isoprenoides, como
las descritas en el Methods in Enzymology, cuyo volumen 110
(1985) recopila los trabajos llevados a cabo sobre los primeros
estadios de dicha biosintesis, asi como las condensaciones
lineales Yy reacciones de ciclacién de dichos compuestos.
Asimismo, en el volumen 111 (1985) se revisan algunos aspectos
metodolbdgicos y otros relacionados con el nmnmetabolismo de

esteroles y algunos isoprenoides.

Otras revisiones ‘relativamente recientes y de gran
utilidad son las que se publican en el Annual Review of
Biochemistry bajo 1la -firma de G.J. Schroepfer Jr. sobre la
biosintesis de esteroles (vol.50, 1981; vol.51, 1982). En la
introduccién al volumen 51, el autor manifiesta que en el volumen
anterior 1llevdé a cabo la revisién de las reacciones enzimaticas
implicadas en 1la sintesis de escualeno y otros isoprenoides en
células animales, y discute algunos aspectos de la regulacién de
dichas reacciones. Ya en el mismo volumen 51, revisa las
restantes reacciones hasta la biosintesis del colesterol
"...limitado por el tiempo, el espacio y mi propia capacidad de

masoquismo...", principalmente en vertebrados.

El proceso conducente a la biosintesis del colesterol es
uno de los mas complejos del metabolismo intermediario. En su
elucidacién deben destacarse las aportaciones de Bloch asi como
las de Cornforth y Popjak, quienes demostraron a principios de
los aflos 40 que el esqueleto carbonado de dicha molécula procede
completamente del acetato. En efecto, administrando a ratas por
via oral una solucién de acetato marcado isotéd4picamente en ambos
carbonos, comprobaron que tanto el nicleo esteroide como 1la
cadena lateral aparecian marcados, siendo aproximadamente iguales
los porcentajes de incorporacién de cada 4tomo de carbono del
acetato en la molécula de‘colesterol.
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A.l. RUTA METABOLICA

El descubrimiento de la ruta que siguen los carbonos del
acetato hasta la formacién del isopentenil pirofosfato (Esquema
1), permitié un exémen exhaustivo de los compuestos Cs y Cs como
posibles precursores de isoprenoides. El descubrimiento del &cido
mevalénico como un buen precursor del colesterol (Tavormina h's
col., 1956) supuso un gran avance en el estudio de las reacciones
intermediarias de la biosintesis de isoprenoides.

La Dbiosintesis del &cido mevalénico se ha estudiado
utilizando sistemas enzimiticos solubles Y microsomales-solubles.
Actualmente se considera que 1la primera opcién no es nuy
operativa, ya que durante su obtencién ocurre una desorganizacién
de los compartimentos celulares con la consiguiente pérdida de
actividad. En 1la segunda via -de gran importancia- todos 1los
intermediarios se metabolizan al estado de acil CoA. La primera
etapa consiste en 1la activacién del acetato a acetil Coa,
reaccién catalizada por la acetil CoA sintetasa citoplasmética,
aunque dicho producto puede formarse a través de una gran
variedad de rutas metabdlicas, tales como la oxidacién de &cidos
grasos o la descarboxilacién oxidativa del piruvato (Esquema 2).
El acetil CoA es un sustrato comin a la biosintesis del
colesterol y de los Acidos grasos, que son procesos que acontecen
fuera de la mitocondria, por lo que se requiere un mecanismo de
regeneracién de dicho acetil CoA en el citoplasma constituido
principalmente por la denominada "lanzadera del citrato", que
actia a través de la membrana mitocondrial. Esta circunstancia
posibilita la existencia de un primer punto de control -aunque no
el principal- a nivel de sintesis mitocondrial de citrato y su
degradacién posterior en el citoplasma (Esquema 3).

Dos restos de acetil CoA se condensan para formar una
molécula de acetoacetil Coa, étapa catalizada por la acetoacetil

CoA tiolasa de 1la fraccién microsomal. Bajo condiciones
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fisiolégicas esta reaccién se encuentra muy favorecida ya que su
producto es répidamente utilizado para la sintesis de 3-~hidroxi-
3-metilglutaril CoA (HMG CoA) en una etapa catalizada por la 3-

hidroxi-3-metilglutaril CoA sintetasa de origen citoplasméatico.

El HMG CoA participa en distintas rutas metabélicas
(Esquema 4), una de 1las cuales es la colesterogénica, donde
experimenta una reduccién hasta mevalonato (MVA) catalizada por
una enzima microsomal de extraordinario interés en la regulacién
del proceso biosintético gldbal: la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
reductasa (HMG CoA reductasa). Dicha enzima ha sido intensamente
estudiada y constituye el punto principal de control de la ruta
objeto de 1la presente Memoria, habiendo sido su regulacién
revisada recientemente (Ta-Yam Chang, 1983). También en la
regulacién de 1la ruta cetogénica puede intervenir la reductasa
debido a la interrelacién existente con la via colesterogénica a
nivel de varios intermediarios (Esquema 5).

La conversién de mevalonato a isopentenil pirofosfato
(Ip-PP) tiene lugar mediante tres etapas. Las dos primeras son
dos fosforilaciones qﬁe implican el paso de mevalonato a
fosfomevalonato (PMVA) y de éste a pirofosfomevalonato (PPMVA),
estando catalizadas por la mevalonato quinasa y fosfomevalonato
quinasa, respectivamente. 'La tercera reaccién consiste en una
deshidratacién seguida de'una descarboxilacién ATP~-dependiente
que esté catalizada por la enzima pirofosfomevalonato
descarboxilasa, mediante las cuales el pirofosfomevalonato es
convertido en isopentenil pirofosfato. Evidencias recientes
sugieren que este Ultimo paso puede constituir también un punto
clave en la regulacién de la colesterogénesis.

A partir del isopentenil pirofosfato se suceden una
serie de isomerizaciones conducentes a la formacién de varios
pirofosfatos alilicos. Asi, en una primera etapa tiene lugar la

isomerizacién del isopentenil pirofosfato a un derivado alilico:
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el dimetil alil pirofosfato, reaccién catalizada por la enzima
isopentenil pirofosfato isomerasa. Posteriormente, se produce una
condensacién cabeza-cola entre el isopentenil pirofosfato y su
isbémero para rendir geranil pirofosfato, catalizada por 1la
dimetil alil transferasa.- El geranil pirofosfato se condensa con
otro resto de dimetil alil pirofosfato en una reaccidén analoga a
la anterior, para dar lugar al farnesil pirofosfato, que esté
catalizada por una prenil transferasa citoplasmiatica denominada
geranil transferasa. En la siguiente etapa ocurre la condensacién
cabeza-cabeza de dos restos de farnesil pirofosfato seguida de
una reduccién en presencia de NADPH, lo que posibilita 1la
formacién de escualeno. Ambas reacciones estin catalizadas por el
sistema enzimdtico de la escualeno sintetasa de 1localizacién
microsomal (Beytia y Porter, 1976).

El escualeno es convertido en lanosterol gracias a 1la
actuacién de un complejo enzimdtico microsomal denominado
escualeno oxidociclasa que cataliza dos etapas distintas. En 1la
primera tiene 1lugar la formacién de un epédéxido (2,3-epbxido de
escualeno) en presencia de NADPH, estando catalizada por una
epoxidasa o monooxigenasa, componente de dicho complejo. Dicho
epbxido experimenta una ciclacién catalizada por una ciclasa que
también forma parte del sistema enzimatico: la lanosterol
ciclasa. A partir del lanosterol se sintetizan varios
intermediarios mediante una serie de etapas que implican 1la
pérdida del grupo metilo en posicién 14, 1la de otros dos metilos
en posicién 4, el desplazamiento de un doble enlace desde la
posicidén 8 a la posicién 5 y la reduccidédn del doble enlace en
posicidén 24 de la cadena lateral. Este Ultimo paso conduce a la
formacibén del colesterol. Johnson y Shah (1974) han realizado un
estudio comparativo de la biosintesis de colesterol a partir de
escualeno, lanosterol y algin otro intermediario en la fraccién

microsomal de higado, rifién, cerebro y corazén.
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A.2, DESVIO DEL MEVALONATO

Popjak (1970) propuso un desvio de los carbonos de 1la
ruta esterologénica a nivel de 1los prenoles pirofosfato,
postulando que podria representar un mecanismo adicional de
control de dicha ruta, estableciéndose ademds la existencia de
una via que enlazaba la biosintesis del colesterol y el
catabolismo de la leucina (Esquema 6). Dicha hipétesis se basaba
en la identificacién de [!4Cléacidos prenoicos (3,3-dimetil
acrilico, geranoico y farnesoico) en tejidos de ratas inyectadas
con [!4C]mevalonato (Popjak y Cornforth, 1960). Se postulé que
los correspondientes prenil pirofosfato (3,3-dimetil alil
pirofosfato, geranil pirofosfato y farnesil pirofosfato)
sintetizados a partir del mevalonato -e intermediarios en 1la
biosintesis del colesterol-, se hidrolizan por una fosfatasa
microsomal para rendir los prenoles respectivos (3,3-dimetil alil
alcohol, geraniol y farnesol), que son posteriormente oxidados a
prenoatos mediante la accién de una alcohol deshidrogenasa Yy una
aldehido deshidrogenasa. E1 3,3-dimetil acrilato se activa a
3,3~dimetil acrilil CoA -intermediario de la ruta degradativa de
la leucina- para rendir en Gltimo término acetoacetato y acetil
CoA, via HMG CoA.

Segun el esquema propuesto, el Cl del mevalonato se
desprende como CO: a nivel de la PPMVA descarboxilasa, el C2, C3
Y C6 del mevalonato pasan a constituir respectivamente el C2, C3
Yy C4 del acetoacetato, y el C4 Y C5 de dicho mevalonato ocupan
las posiciones C2 y C1 del acetil CoA.

Existen datos experimentales que apoyan la existencia de
un desvio del mevalonato, pero no son concluyentes a la hora de
establecer que tenga lugar precisamente a nivel del dimetil alil
pirofosfato, sobre todo si se tiene en cuenta los resultados en
los que Popjak basé su hipédtesis (Popjak y Cornforth, 1960) y que
hacian del farnesoico el &cido prenoico sintetizado en mayor
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proporcién. A primera vista, puede resultar sorprendente el que
Popjak considerase al dimetil alil pirofosfato como punto de
desvio, pero puede interpretarse teniendo en cuenta su pretensién
de hallar alguna etapa donde llevar a cabo una inhibicién -por
determinados farmacos- de la sintesis endégena del <colesterol.
Las prenil transferasas constituyeron dicho punto gue, por otra
parte, coincidié con que el acimulo de dimetil alil pirofosfato
siguiese ese desvio en su metabolismo.

Otros resultados apoyan la existencia del desvio tanto
en condiciones in vitro como in vivo. Efectivamente, la
administracién de mevalonato marcado en todos 1los carbonos
excepto en el Cl, origina la aparicién de radiactividad en el
acetil CoA, cuerpos ceténicos Y productos de su metabolismo. De
esta manera, la inyeccién de [2-!¢C]mevalonato en ratas normales
posibilita 1la recuperacidén de una cantidad significativa de
[t4Clpalmitato, sobre todo a nivel de cerebro, médula espinal y
piel (Edmond y Popjak, 1974), lo que por otra parte evidencia una
mayor actividad del desvio en tejidos de origen ectodérmico.
Asimismo, Edmond vy col. (1975) demuestran que la inyeccién de
mevalonato marcado en el C2 o C5 en rata, determina la aparicién
de radiactividad en el 3-hidroxibutirato sanguineo, y Fogelman y
col. (1975) encuentran que mas del 12% de la radiactividad del
[5-14C]mevalonato inyectado a ratas Yy humanos se aisla como
14CO2. En el cCuadro 1 se presenta un resumen de 1los altimos
trabajos realizados in vitro sobre el desvio del mevalonato
(reproduccién del Methods in Enzymology vol. 110, pp. 112-113).

Desde hace aproximadamente 10 afios se han llevado a cabo
en este Departamento numerosos trabajos -la mayor parte de ellos
publicados- acerca del metabolismo del mevalonato en pollo. Los
primeros estudios se centraron en las variaciones del metabolismo
del mevalonato durante el desarrollo perinatal de dicho animal, y
permitieron establecer 1los patrones de desarrollo de distintas

enzimas (Linares y col., 1980) asi como su papel en la regulacién
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EARLY STAGES IN ISOPRENOID BIOSYNTHIESIS

QUANTITATIONS OFF MEVALONATE METABOLISM VIA THUE
SHUNT PATRWAY IN TISSUE in Vitro

Labeled mevalonate; Conclusions
R-isomer con- Product(s) from
Preparation centration assayed references

Slices rat tissucs

Slices calf tissucs,
calf villi and
crypt cells

Slices liver chick

Rat villous cells

Slices liver and
kidney from
normal and dia-
betic rats treated
and untreated
with insulin

2-4C,5-4C; 0.05 mM

2-1C; 4.2 mM

2-1C; 0.02-4.0 mM

1-1C,2-4C; 0.25 mM

5-1C; 0.05 mM

CO,; NSL; long
chain falty acids

CO,; NSL

CO,; NSL

CO,

CO,; NSL

Shunt significant in
kidney, ileum,
spleen, lung, tes-
tes; minor or unde-
tectable in liver,
brain, skin, adipose
tissue; kidney 21
times more aclive
than any other
tissue per unit
weighte

Shunt in kidney
cortex 15-80 times
more active than
ileum, muscle,
kidney medula,
liver; not detected
in adipose tissue?

13-20% of mctabo-
lism in kidney via
shunt at 0.05-4.0
mM; 5% at 0.04
mAf; quantitatively
insignificant in
livere

Suggest shunt absent
in intestinal epithe-
lial cells?

Shunt decreased in
fiver and kidney in
diabetes; insulin
restores aclivily*

Slices liver and {-1C,2-11C, 5-1C, CO,; NSL Shunt greater in
kidney of normal 5-11; 0.05 mM kidney than liver;
rats and rats in no difference
diabetic ketosis between normal

. and diabetic/

Slices of kidney 5-1C; 0.05 mM CO, Kidney slices from
from male and female form “CQ,
female rats al more than twice

the male rate¢
CUADRO 1
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QUANTI'I'ATI()NS OF MEVALONATE METABOLISM VIA THE

SHUNT PATHWAY IN TISSUE in Vitro (continued)

Labeled mevalonate; Conclusions
R-isomer con- - Product(s) from
Preparation centration assayed references
Slices liver and 5-MC; 0.07 mM CO,; NSL Thyroid hormone
kidney from male status changes
and female hyper- produce only minor
and hypothyroid change in shunt
rats activity in liver and |
kidney; kidney |
slices from female
and male form
‘ HCO, at same rateh
Cultured human 2-1C; 0.07 mM NSL; fatty acids Shunt (incorporation
tymphocytes into falty acids +
neutral alphatic
components) 20-
31% of total metab-
olism (total radio-
activily
incorporated)
Perfused rat kid- 2-1"C,4,5-MC,5-1C, Ketone bodies; Shunt activity higher
neys 5-3H; 250 nM fatty acids; CO,; in kidney from
NSI. female than male

Perfused rat livers 2-1C,3-4C 4,5-1C, CO;,; ketone bodies
5-14C; 215-380 aM fatty acids; NSL

rats; metabolism by
shunt as much as
1/5 that by sterol-
forming pathway/

Shunt accounts for

about 5% of meva-
lonate metabolism
in livert

* M. Righetti, M. H, Wiley, P. A. Murrill, and M. D, Siperstein, J. Biol, Chem. 251,2716

(1976).
J. R, Linder and D. C. Beitz, J. Lipid Res. 19, 836 (1978).

<J. A. Aguilera, A. Linares, V. Arce, and E. Garcfa-Peregifn, Comp. Biochem.

Biophys., B T1B, 617 (1982).

4 F, Malki, K. Badjakian, and 1. F. Durr, Int. J. Biochem. 13, 187 (1981).
* M. H. Wiley, K. R. Feingold, M. M, Howton, and M. D. Siperstein, Diabetologia 22,

118 (1982).

/P.S. Brady, W. C. Schumann, S. Ohgaku, R. F. Scofield, and B. R. Landau, J. Lipid

Res. 23, 1317 (1982).

' £ M. H. Wiley, M. M. Howton, and M. D. Siperstein, J. Biol. Chem. 254, 837 (1979).
" K. R. Feingold, M. H. Wiley, G. MacRae, and M. D. Siperstein, J. Clin. Invest. 66, 646

(1980).

" C. Tabacik, S. Aliau, B. Serrou, and A. C. de Paulet, Biochent. Biophys. Res. Com-

mun, 101, 1987 (1981).

fR. R. Kopito, D. M. Murray, D. L. Story, and H, Brunengraber, J. Biol, Chem. 259,

372 (1984).

£S. B. Weinstock, R. R. Kopito, G. Endemann, J. F, Tomera, E. Marinier, and D. M.

Murray, J. Biol. Chem, 259, 8944 (1984).
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de la colesterogénesis (Alejandre y col., 1983). La informacién
obtenida tanto in vitro como in vivo permitié tener una visién
bastante completa de la contribucién relativa de cada érgano a la

sintesis y movilizacién de colesterol en el organismo durante las

primeras semanas tras la eclosién (Aguilera y col., 1982;
Aguilera y col., 1983; Linares y col., 1983; Aguilera y'col.,
1984).

Estos estudios previos en torno al metabolismo del
mevalonato condujeron a la caracterizacién de la ruta del desvio
en distintos 6érganos, su contribucién al metabolismo total  de
dicho compuesto (Aguilera y col., 1984; GonzAlez-Pacanowska y
col., 1985) y sus posibles implicaciones en la regulacién de la

sintesis de isoprenoides en general, y esteroides en particular.

Dentro de los trabajos efectuados, se establecieron las
condiciones éptimas para el estudio del metabolismo del
mevalonato tanto in vitro como in vivo. En experiencias in vivo
se evalué 1la produccién de 14C0O:z desprendido en la respiracién
tras la inyeccién de (R)-[5-!*¢Clmevalonato (Linares y col., 1983)
Yy en circunstancias in vitro se midié 1la cantidad de 14CO:
formado a partir de dicho sustrato por cortes finos de diferentes
tejidos. Ambos son métodos indirectos y estdn basados en 1la
produccién de 14C0Oz que resulta de la oxidacién del [t4Clacetil

CoA originado a partir del mevalonato que ingresa en la ruta del
desvio.

También se ha cuantificado dicha ruta bajo distintas
condiciones fisiolégicas a fin de establecer su posible relacién
con la biosintesis de compuestos isoprenoides y la elaboracién de
un esquema global de regulacién del proceso. Asi, se demostrd que
en condiciones de inhibicién de la sintesis de esteroles y de la
actividad HMG CoA reductasa -por ejemplo una dieta rica en
colesterol-, tiene 1lugar una marcada activacién del desvio
(Aguilera y col., 1984a; Aguilera y col., 1984b).
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Brady y col. (1983) aportan una serie de datos que
quizds podrian demostrar que el desvio acontece a nivel de 1los
prenoles pentacarbonados, puesto que describe con detalle 1la
distribucién de !4C en el 3-hidroxibutirato excretado, tras 1la
inyeccién de mevalonato marcado en sus distintos carbonos. Sin
embargo, son aun resultados preliminares que necesitan
confirmacién, ademés de estar efectuados sobre ratas diabéticas.
Algunos autores asumen que se produce a nivel del dimetil alil
pirofosfato segin 1la hipétesis de Popjak, y otros, como
Schroepfer (1981) afirman que también podria establecerse e
incluso predominar a nivel de geranil pirofosfato o farnesil
pirofosfato. Este autor llega también a proponer una ruta
alternativa basada en estudios sobre degeneracién de alcoholes
alilicos en bacterias (Seubert y Fass, 1964) asi como en los de
Edmond & Popjak (1974). Por tanto puede concluirse que los
estudios llevados a cabo hasta la fecha no definen claramente el
o los puntos de desvio, ni la mayoria‘de los intermediarios de
dicha via. )

Ademas de todos estos trabajos referidos, existen en la
actualidad otros que corroboran la existencia del desvio, como
los de Havel y col. (1986), Brown Yy col. (1985) y Watson y col.
(1985, 1986), donde encuentran que células Kc de Drosophila
desvian una fraccién significativa -m&s del 40%- del mevalonato
hacia el catabolismo oxidativo de poliprenoles posteriores al
isopentenil pirofosfato, Y DpPor otra parte que el desvio del
mevalonato puede desempefiar un papel clave en la regulacién de la
HMG CoA reductasa por el mevalonato.
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A.3. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL A PARTIR DE ACETATO Y
MEVALONATO. ALGUNOS ASPECTOS DE SU REGULACION.

Hacia 1la mitad de 1la década de los 40, Bloch Yy
col. (1946) demostraron por vez primera que el acetato marcado con
deuterio o con 13C se incorporaba a esteroides precipitables por
digitonina en cortes  hepaticos de rata, mientras que
aparentemente otros tejidos“como rifién, intestino, testiculos y

bazo eran incapaces de llevar a cabo dicha sintesis.

Poco después, Szere y col. (1950) utilizando
[t4Clacetato demostraban que este precursor es activamente
incorporado en condiciones in vitro a esteroles por tejidos tan

diversos como intestino, testiculos, rifién, piel y cerebro, asi

como en higado. Simultédneamente Popjak y Beeckmans (1950)
pusieron de manifiesto 1la colesterogénesis extrahepatica en
animales intactos. Estos estudios = se han confirmado

reiteradamente en distintos laboratorios, de forma que puede
asegurarse gque préacticamente 1la totalidad de 1los tejidos de
mamiferos son capaces de sintetizar colesterol (Gould y Cook,
1958; Kritchevsky, 1958).

En estudios llevados a cabo en condiciones in vitro en
rata y mono (Dietschy y'Wilson, 1968; Dietschy y Siperstein,
1967), se observa que 1los mayores niveles de sintesis de
esteroles por unidad de péso de tejido ensayado corresponden é
higado e intestino delgado, y dentro de éste sobre todo al ileon,
mientras que los mas bajos se localizan en misculo y sistema
nervioso de animales adultos. La escasa actividad biosintética
del cerebro es sélo caracteristica del tejido adulto. Sin
embargo, en neonatos la velocidad de incorporacién de acetato a
esteroles es mucho mayor, 1llegando a superar incluso los valores
encontrados para el higado.

Cuando 1la velocidad de incorporacidén se refiere al
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érgano completo, 1la primacia de higado e intestino delgado
continua siendo evidente frente al resto de 1los tejidos
considerados. En caso del mono ardilla (Dietschy y Wilson, 1968)
se ha estimado en un 82% el aporte del higado y del tracto
gastrointestinal a la actividad biosintética global de colesterol
en este primate (74% y 8%, respectivamente). La extrapolacién de
estos datos obtenidos in vitro al animal intacto es problenmitica.
En efecto, mientras que son numerosos los trabajos destinados a
evaluar 1la velocidad de sintesis de esteroles en higado y en
otros tejidos extrahepiticos mediante 1la incorporacién de
diferentes precursores radiactivos, no se ha considerado 1lo
suficiente la existencia de gran cantidad de problemas inherentes
a este tipo de determinaciones. En efecto, algunos autores
sefialan que cuando se utilizan sustratos marcados con 14C en
preparaciones de células intactas} existe siempre la posibilidad
de subestimar 1la velocidad de sintesis de esteroles, bien por
causa de 1la entrada de sustrato a la célula, bien porque su
metabolismo a acetil CoA sea limitante o bien porque la actividad
especifica de dicho sustrato -o la del acetil CoA generado por

€l- se diluya excesivamente en el interior celular (Andersen y
Dietschy, 1979).

Asi pues, a pesar de que la incubacién de cortes de
tejido con acetato marcado ha constituido 1la técnica mas
utilizada hasta el momento en el estudio de 1la velocidad de
colesterogénesis, bien es cierto que se trata de resultados con
un valor relativo ya que suministran informacién muy valiosa,
pero debe tenerse en cuenta que la dilucién enddégena de dicho
bprecursor marcado puede ser significativa. Por otra parte se ha
sefialado (Dietschy y McGarry, 1974) que ademds del error asociado
a la dilucién isotépica intracelular, existe otra 1limitacién
adicional con la presencia de un paso parcialmente limitante de
su velocidad metabdlica, previo a la HMG CoA reductasa: la propia
activacién del acetato en el citosol. Otros autores han
confirmado esta posibilidad indicando que su incorporacién a
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colesterol y 4cidos grasos puede variar independientemente de la
incorporacién de mevalonato (Grandgeorge y col., 1977).

La incorporacién de mevalonato a colesterol y compuestos
relacionados ha sido estudiada en diversos origenes y condiciones
experimentales. Asi, se ha puesto de manifiesto en higado de
diversas razas de ratones (Kandutsch y Saucier, 1969; Packie Yy
Kandutsch, 1973), en rifién e higado de hamster, perro y oveja
(Gans y col., 1973) y en homogenados de aorta de cerdo (Slakey Y
col., 1973; Bell, 1976). Edgren y Hellstrdm (1972) observaron que
después de la inyeccién parenteral de [2-!4C]mevalonato se recoge
mas radiactividad en rifién que en higado, y mientras en éste es
el colesterol el que aparece mayoritariamente marcado, en el

rifibn son lanosterol y escualeno los que se sintetizan a mayor
velocidad. '

Entre todos los. factores que intervienen en la
regulacién de la colesterogéneis, 1los mas estudiados han sido la
evolucién diurna, el desarrollo y la alimentacién.

Back y col. (1969) encontraron que la incorporacién de
mevalonato a esteroles no varia significativamente entre el
mediodia y la medianoche, 1lo que no coincide con los resultados
obtenidos por Hickman y col. (1972). Sin embargo, Bhat vy
Ramasarma (1977) demostraron 1la existencia de ritmo en 1la
evolucién diurna de la conversién de mevalonato a esteroles que
corresponderia en realidad al paso de aquél a isopentenil
pirofosfato, ya que experiencias paralelas en las que se mide el
14C0z procedente de la descarboxilacién del [l1-!4C]lmevalonato
muestran idénticas variaciones a lo largo del dia. Todas estas
discrepancias pueden deberse a 1la utilizacién de una

concentracién de sustrato muy superior a los valores de
saturacién.

En 1lo que respecta al desarrollo, se ha encontrado en
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rata que durante los primeros estadios del mismo -esto es, en la
lactancia-, la incorporacién de mevalonato a esteroles es minima,
aumentando considerablemente en animales destetados (Shah, 1973).
Segin esto, la actividad de wuna o mas enzimas de esta via
metabélica se altera a partir del destete del animal, pudiendo
actuar como enzimas reguladoras de la propia colesterogénesis en
las ratas lactantes y provocar, por tanto, su disminucién debido
a los niveles de colesterol de la leche materna.

Existen trabajos abundantes vy muy variados sobre 1la
influencia de 1la alimentacién en la produccién de colesterol.
Asi, Johnson y Shah (1977) estudian 1la colesterogénesis a partir
de mevalonato en ratas lactantes y destetadas, alimentadas ambas
con una dieta de colesterol. Se observa una clara disminucién de
la sintesis de colesterol en los animales que ingieren dicha
dieta. Adema&s, en experiencias con ratas sometidas a ayuno y
realimentadas después con dieta normal, se aprecia un incremento
de la formacién de esteroles después de la ingesta normal, pero
que es suprimido en el caso de que sean realimentados con una
dieta rica en colesterol.

En otros estudios llevados a cabo por Ramachandran vy
Shah {1977) se demuestra que la descarboxilacién del
pirofosfomevalonato es mayor en ratas destetadas que en ratas
lactantes, etapa que disminuye fuertemente en animales destetados
Y alimentados con una dieta suplementada con colesterol. Este
hecho parece demostrar que la etapa de formacién del isopentenil

pirofosfato es 1limitante en 1la conversién de mevalonato a
esteroles.

Gould y Swyryd (1966) observaron una inhibicién de la
conversién de mevalonato a colesterol en higado de ratas
alimentadas con una dieta suplementada con colesterol, inhibicién
que es total al aflo de iniciada. También demostraron que la
conversién de escualeno a colesterol no disminuye, aunque si lo



hacen las de farnesil pirofosfato a colesterol y de mevalonato a
farnesil pirofosfato. De todas formas, la inhibicién observada en
la sintesis de colesterol a partir de mevalonato es menor que a
partir de acetato. Cuando los animales se someten a una dieta de
acido célico, 1la colesterogénesis a partir de mevalonato se
inhibe en un 40%, mientras que a partir de acetato lo hace casi
totalmente. Sin embargo, Shapiro y Rodwell (1971) describen cémo
después de 10 horas de alimentacién con una dieta de colesterol,
no se afecta la conversidén de mevalonato en colesterol.

El ayuno inhibe casi totalmente 1la formacién de
colesterol a partir de mevalonato, pero segin Slakey y col.
(1972) 1la realimentacién con una dieta exenta de grasas aumenta

dicha sintesis hasta sus valores normales a las 72 horas.

Asimismo, Raicht y col. (1975) observaron que en ratas
inyectadas con mevalonato y alimentadas con colesterol en la
dieta, tiene lugar un aumento de la absorcién de colesterol y la
légica inhibicién de su biosintesis. Sin embargo, la adicién de
P-sitosterol a 1la dieta inhibe totalmente 1la absorcién de

colesterol, aumentando ligeramente su sintesis endégena.

Cuando los animales ingieren una dieta normal
suplementada con colesterol al 5%, Wiss (1976a) observé una
ligera inhibicién en la colesterogénesis a partir de mevalonato,
incrementando al mismo tiempo 1la formacién de lanosterol vy
escualeno. También encuentra que dicha colesterogénesis se inhibe
con una dieta lipogénica de alto contenido en glucosa -70%-,
localizando dicha inhibicién entre lanosterol y colesterol (Wiss,
1976b) .

Ruroda y Eudo (1977) estudiaron in vitro la inhibigién
de 1la colesterogénesis por 4cidos grasos. En efecto, la
incorporacién de mevalonato se inhibe por ricinoleato Y otros

acidos ramificados en una etapa comprendida entre el escualeno y
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el lanosterol. También se observé que el triarimol -inhibidor de
la eliminacién del metilo en posicién 14 del 1lanosterol- ejerce
un potente efecto inhibidor de la colesterogénesis a partir de
mevalonato, acumulindose ademés lanosterol Y 24,25~
dihidrolanosterol (Mitropoulos y col., 1976).

En la grasa del epididimo de rata se ha estudiado 1la
incorporacién de mevalonato a esteroles, comprobandose que a las
70 horas de ayuno se reduce al 30% respecto de ratas alimentadas
(Durr, 1968). Asimismo Durr y Murad (1971) estudian 1la
incorporacién de mevalonato por la mucosa duodenal de rata,
estando dicho proceso inhibido por los &cidos biliares.

Numerosos investigadores consideran que el principal
punto de regulacién de 1la sintesis de isoprenoides es 1la
reduccién del HMG CoA a mevalonato, reaccién catalizada por 1la
HMG CoA reductasa (EC 1.1.1.34) (Brown y Goldstein, 1980;
Ramasarma, 1973; Chang, 1983), aunque esta aseveracién debe ser
considerada con prudencia, sobre todo después de los 1Ultimos
estudios acerca del papel regulador de la acetoacetil CoaA
sintetasa (Bergstrom y «col., 1984) y 1la HMG CoaA sintasa
(Clinkenbeard y col., 1974). No obstante, lo cierto es que 1la
enzima mejor regulada por lo que se conoce hasta ahora -y por
tanto la més wutilizada en los estudios sobre regulacidén de
biosintesis de isoprenoides- es la HMG CoA reductasa.

Desde que se comprobd que el colesterol de 1la dieta
inhibe paralelamente 1la colesterogénesis hepética y la actividad
HMG CoA reductasa, distintos grupos de trabajo se han dedicado al
estudio del mecanismo de regulacién "feedback" de dicha enzima.
Los resultados m&s sobresalientes son, por una parte el hecho de
que dicha regulacién esta mediada por lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y por el 25-hidroxicolesterol (Brown y Goldstein,
1976; Kandutsch y col., 1978), siendo sus acciones muy similares
(Chang y col., 1981; Brown Yy col., 1975; Chang y Limanek, 1980).



El colesterol muy purificado no afecta a la reductasa (Chen y
col., 1979). También destaca el hecho de que la regulacidén se
deba al balance entre la inhibicién de la sintesis de la propia
enzima (Chang y col., 1981; Brown y col., 1975) y el aumento de
su degradacién (Chang y col., 1981; Bell y col., 1976), esto
es, una regulacién por niveles de concentracién del
biocatalizador. Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos
realizados, el mecanismo molecular por el que el colesterol

modula la actividad reductasa permanece aun desconocido.

Pero 1la regulacién de los niveles de HMG CoA reductasa
no es sélo dependiente de esteroles. Efectivamente, a partir del
mevalonato se sintetizan una serie de compuestos de naturaleza no
esteroidica que contienen como unidad basica el isopentenil
pirofosfato, a saber: dolicbl, ubiquinona e isopentenil adenosina
(Brown y Goldstein, 1976). En relacién con el control de 1la
sintesis de estos compuestos se ha postulado un mecanismo de
regulacién multivalente de la reductasa mediado por isoprenoides.
Asi, se demuestra que la adicién de niveles saturantes de LDL a
cultivos de fibroblastos incubados con compactina -que es un
inhibidor competitivo de la enzima~, determina una disminucién en
dicha actividad del orden del 85%, 'siendo casi total cuando se
adiciona mevalonato a dicho medio de cultivo. Este efecto
inhibidor no se aprecia en presencia de escualeno, ubiquinona o
dolicol, pero si cuando se incuba el tejido con isopentenil
adenosina. Por tanto, y a la vista de estos resultados, puede
afirmarse que 1la pérdida de actividad reductasa debida al
mevalonato es independiente de 1la sintesis de compuestos
esteroidicos, Yy parece estar mediada por algin metabolito
de naturaleza no esteroidica derivado del mevalonato sobre cuya
identificacién estin orientados gran parte de los trabajos
actuales.

De esta manera, y a grandes rasgos, pueden definirse los
niveles de regulacién de la HMG CoA reductasa: uno, destinado al
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control de la formacién de esteroles (Gould, 1977), y otro, que
responde a las necesidades del mevalonato y/o compuestos

derivados no esteroidicos (Blaissdell y Watson, 1981; Erickson y
col., 1980).



A.4. ASPECTOS FISIOLOGICOS

En todo organismo en estado estable cada parte
componente presenta un equilibrio din&mico, lo que implica que la
suma de los compuestos de entrada es igual a la suma de los
compuestos de salida. Existen dos procesos de entrada en caso del
colesterol: absorcién intestinal del colesterol de la ingesta y
biosintesis endbégena (Rittemberg y Schoenheimer, 1937); y otros
dos procesos principales de salida: conversién a &cidos biliares
(Bloch y col., 1943) y excreciébn (Chevallier, 1956).

Utilizando técnicas fadiactivas y en condiciones in
vitro, se han experimentado grandes avances en el estudio de la
colesterogénesis, aunque las principales evidencias de
biosintesis se encontraron en estudios in vivo (Rittemberg y
Schoenheimer, 1937).

Desde el punto de vista fisiolégico se plantean varias
cuestiones: ¢se sintetiza el colesterol en todos los érganos del
cuerpo?, <¢a qué velocidad tiene lugar dicha sintesis?, (esa
velocidad se ajusta de algin modo a la cantidad de colesterol
ingerido?.

La respuesta a la primera de las preguntas se encontré
en la segunda mitad de la década de los 40, empleando técnicas in
vitro (Bloch y col., 1946; Szere y col., 1950) y siendo sus
resultados repetidamente confirmados (Gould y Cook, 1958;
Kritchevsky, 1958).

Respecto a la segunda cuestién, se llevaron a cabo 1los
primeros estudios en los afios 50 (Gould y Taylor, 1950),
desarrolléndose posteriormente con la consecucién de notables
avances (Siperstein y Fagan, 1964), que permitieron concluir que
el higado es el 6rgano mds importante en la colesterogénesis
debido a que es donde se produce la mayor cantidad de colesterol
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a partir de distintos precursores (Gould Y Cook, 1958;
Kritchevsky, 1958). Este hecho ha sido después ampliamente
demostrado (Bell y col., 1963; Ganong, 1965).

En el estudio de la biosintesis del colesterol se
plantea el problema de su movilidad en el organismo (Chevallier,
1956a; Chevallier, 1956b; Chevallier, 1967). En efecto, se
establecen transitos r4pidos entre el colesterol del plasma -que
constituye el denominado "compartimento central"- y el de los
distintos érganos (que constituyen el "compartimento
periférico"). Este modelo dinédmico propuesto por Mathé vy
Chevallier (1980) se basa en los datos obtenidos por el método
del equilibrio isotépico (Chevallier, 1963).

Acerca de la velocidad a que estos cambios se suceden se
conoce poco, aunque puede ser muy rapida como en el caso de los
eritrocitos (Hagermann y Gould, 1951; D'Hollander Y Chevallier,
1972). En experimentos in vivo se demuestra que tras 1la
administracién de colesterol marcado, los cambios en la actividad
sintética de un 6érgano tienen lugar segin wuna cinética que
depende tanto de la propia sintesis endbégena como de los cambios
entre ambos compartimentos, "central" y "periférico". Estos
estudios cinéticos han permitido definir de forma precisa 1las
caracteristicas funcionales de la sintesis del colesterol en
6érganos. No obstante, aln se desconoce realmente la importancia
de los distintos 6rganos -considerados tanto independientemente,
como un sistema arménico- en la secrecién interna del colesterol,
Y especialmente el higado.

En otras experiencias que utilizan dietas de colesterol
marcado -lo cual posibilita el seguimiento de su secrecidn
interna- se demuestra la existencia de diferencias notables en el
comportamiento in vivo e in vitro. La técnica del equilibrio
isotépico, descrita por vez primera en 1956 (Chevallier),
estandarizada en 1966 (Chevallier y Lutton) Yy revisada en 1972
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(Lutton y Chevallier), determina el que puedan abordarse los
grandes problemas de la colesterogénesis (Chevallier y Mathé).
Asi, se demuestra que dietas con distintos porcentajes de
colesterol =-1:7, 1:40 y 1:130- no provocan alteracién alguna de
su secrecién interna, experimentando incluso una elevacién
significativa en caso de concentraciones mas altas de la dieta.
Estos resultados no son iguales a los obtenidos in vitro, sobre
todo a nivel de regulacién en higado, por lo que puede sugerirse
que éste 6rgano no es el principal responsable de la biosintesis
de colesterol en el organismo o que el mecanismo regulador de 1la
misma es operativo en el higado, pero no es capaz de controlar el
balance total de dicha sintesis.

También se ha demostrado de manera directa (Chevallier y
Lutton, 1973; Lutton y Chevallier, 1976) o indirecta (Chevallier
y Magot, 1975) que el tracto digestivo -sobre todo intestinal- es
responsable de al menos el 56% de la biosintesis de colesterol en

ratas adultas machos.

En este Departamento se han llevado a cabo recientes
estudios (Iglesias, 1986 Tesis Doctoral) que permiten sugerir que
la importancia relativa del colesterol absorbido, respecto de su
sintesis endégena, depende de la zona estudiada, el tipo celular
considerado y la dieta empleada. Adem&s, dichos resultados apoyan
la existencia de distintos "pools" funcionales de colesterol en
enterocitos que responden de distinta manera frente a las

diferentes situaciones metabélicas del intestino.
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A.5. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL EN POLLO

La mayoria de 1los estudios bioquimicos que se han
llevado a cabo en aves durante 1los ultimos 20 afios, estan
referidos al metabolismo lipidico y glucidico. Gran parte de
ellos se realizaron en aves domésticas. En conjunto, las
investigaciones demuestran que la mayoria de las vias metabdlicas
son cualitativamente similares a las de mamiferos, pero existen
importantes diferencias cuantitativas en cuanto a las actividades
relativas de algunas de ellas -asi como de sus enzimas-
individualmente consideradas.

Con respecto a la lipogénesis, se ha comprobado en pollo
(Gibson y Nalbandov, 1966; Leveille Yy col., 1968) que el tejido
adiposo es capaz de incorporar glucosa y acetato a &cidos grasos,
pero en comparacién con la rata dichos sustratos son utilizados
mas répidamente en este mamifero (Leveille y col., 1968;
Leveille, 1966). Ademas, la velocidad de incorporacién de glucosa
a 4acidos grasos en el pollo es mucho mayor en higado que en
tejido adiposo (Leveille y col., 1968; Goodridge, 1968},
calculandose por otra parte que el 95% de la sintesis de. acidos
grasos en dicho animal acontece en el higado (O'Hea y Leveille,
1969). En otras especies de aves también es este O6rgano el sitio
preferencial de la lipogénesis (Goodridge y Ball, 1966; Goodridge
Yy Ball, 1967; Evans, 1972).

A lo largo del desarrollo embrionario la lipogénesis es
baja (Schoenheimer y Rittemberg, 1930; Kilsheimer y col., 1960),
debido seguramente al elevado contenido en grasa de la yema de

huevo. Tras la eclosién, la alimentacién experimenta una
elevacién importante en su contenido glucidico —-cereales de 1la
dieta-, por 1lo que la ruta lipogénica del higado se incrementa

notablemente (Goodridge, 1968). En este sentido, se demuestra que
las actividades de varias enzimas hepdticas implicadas en 1la
conversién de glucosa a lipidos también aumentan fuertemente



durante el periodo postnatal. Sin embargo, las actividades de las
mismas enzimas en tejido adiposo de varias especies de aves,

permanecen bajas después del nacimiento hasta un mes de vida
posnatal. '

Todos estos estudios demuestran pues, gque el higado es
el 6rgano lipogénico por excelencia, y ademés, los &cidos grasos
en él sintetizados son transportados como triglicéridos en el
plasma -formando parte de LDL-, para ser finalmente almacenados
como reserva en el tejido adiposo.

El pollo representa por tanto, un modelo animal bastante
distinto al normalmente utilizado en el laboratorio: el roedor,
donde 1los 4cidos grasos son almacenados en el mismo lugar de su
sintesis (Favarger, 1965; Leveille, 1967). Esta circunstancia

determina que pueda utilizarse un modelo no habitual para el

estudio, tanto de la regulacién de la lipogénesis en un &érgano como

la de su transporte. Adem&s, las investigaciones sobre 1la
lipogénesis hepatica y su regulacién en pollo tendrian un gran
interés, pues contribuirian significativamente a la regulacién
del metabolismo lipidico humano, del que se conoce que el higado
es también el lugar principal de la sintesis de A4cidos grasos
(Galton, 1968; Shrago y col., 1971; Shrago y col., 1969).

La dieta de grasas y proteinas también influye sobre la
sintesis hepatica de lipidos, asi como el ayuno durante cortos
periodos de tiempo, el cual provoca una disminucién de dicha
capacidad lipogénica. En efecto, la retirada de la comida durante
2 horas determina un 90% de inhibicién en 1la 1lipogénesis
hepatica, actividad que es restaurada por realimentacién durante
1 hora o mediante administracién intravenosa de glucosa o
fructosa (Leveille, 1975). El mecanismo de regulacién propuesto
admitiria que 1la inhibicién lipogénica observada en el ayuno o
dieta grasa estd precedida de un incremento en los niveles de
dcidos grasos libres plasmaticos, que conduce a una inhibicién
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del transporte de citrato a través de la membrana, asi como de la
actividad acetil CoA carboxilasa, con 1lo que se inhibe 1la
sintesis de dcidos ¢grasos. Determinaciones paralelas de
colesterogénesis demuestran la disminucién total a los 3 dias de
ayuno y su normalizacién rédpida por la realimentacién.

Los pollos alimentados con una dieta de alto contenido
en proteinas exhiben una menor relacién lactato/piruvato, que es
indicativo de una mayor oxidacién citoplasmatica. Dicho cambio
del estado redox puede estar asociado al control de la
lipogénesis.

Teekell y col. (1975) estudiaron el efecto del sexo, asi
como de la dieta de colesterol, estearato, oleato y/o linoleato,
sobre la deposicién de colesterol en sangre, higado y aorta. Tras
5 meses de dieta se administré oralmente [1-t4C)acetato y
(1,2-%H]colesterol a fin de comprobar si el colesterol tisular es
de origen endégeno o exédgeno. Se observd que los machos presentan
niveles de colesterol libre m&s altos que las hembras. Ademé&s, la
suplementacién de colesterol -2%- y A&cidos grasos —-6%- incrementé
los niveles de colesterol libre en higado y aorta. El colesterol
almacenado en estos dos tejidos se encuentra en forma libre,
mientras que en la sangre lo est4 en forma esterificada. Por otra
parte, el colesterol de higado y aorta es principalmente de
origen endégeno.

En vista de que el sistema linfatico del pollo esta muy
poco desarrollado, 1la gran cantidad de colesterol de la dieta es
transportado bajo 1las dos formas, 1libre y esterificada. Sin
embargo, las 3/4 partes del colesterol de aorta es de origen
endégeno, lo que sugiere que la dieta de colesterol juega, con
toda probabilidad, un papel bastante minoritario en el desarrollo
de la arteriosclerosis en el pollo y que quizds el acetato o
la energia metabdélica podrian ser investigados como factores
relacionados con esa enfermedad.




-69~

Con objetoc de estudiar el efecto de 1los esteroles
vegetales sobre 1los niveles de colesterol en plasma e higado,
Sklan y col. (1974) alimentaron pollos con una dieta de
colesterol y aceite de soja, encontrando que los esteroles de
dicho aceite producian una disminucién en la concentracién de
colesterol. Asimismo, estudiaron la influencia de estos esteroles
en la absorcidén y secrecién de colesterol y 4&cidos biliares,
comprobando que se reducia la absorcién intestinal de dichos
compuestos. También se comprobé el efecto de 1los esteroles
vegetales sobre el contenido en colesterol de la yema de huevo,
resultando una disminucién significativa de éste, aunque no se
afectan los tamafios del huevo y yema, ni el peso de la céascara
(Godfrey y col., 1976). ‘

Hwang y col. (1975a) estudiaron el efecto de diversas
sustancias hipocolesterolémicas -tales como colestiramina,
esteroles vegetales y otros- sobre los niveles de colesterol vy
vitamina A de animales normales e hipercolesterolémicos
alimentados con una dieta de vitamina A. Los resultados
demuestran que dichas sustancias no sélo alteran los niveles de
colesterol y 4cidos biliares, sino también los de vitaﬁina A.
Dichos autores comprobaron el efecto de diferentes
concentraciones de colestiramina y Sephadex, observando una

potenciacién del mismo a medida que aumentan estos valores (Hwang
y col., 1975b).

Uno de los aspectos m&s interesantes del metabolismo del
colesterol es la produccién de hormonas esteroidicas sexuales vy
corticoadrenales. En embrién de pollo, los andrébégenos se
sintetizan 3 dias antes de la diferenciacién morfolégica de 1las
gbénadas (Woods y Podczaski, 1974), lo que acontece a los 6 dias y
medio de la fecundacién. Kalliecharan y Hall (1974) estudiaron
los niveles plasmAticos de cuatro hormonas a 1lo 1largo del
desarrollo embrionario del pollo: progesterona, corticosterona,

cortisol y cortisona. Demostraron un continuo incremento de
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dichos niveles durante la segunda mitad del desarrollo, para
disminuir después de la eclosién. Ninguna de 1las hormonas
predomina sobre las demé&s durante el periodo estudiado,
considerandose que los cambios de concentracién experimentados no
sigue un modelo comin. Estos mismos autores estudian los mismos
niveles hormonales en 1las gl&ndulas adrenales durante el
desarrollo embrionario, observando un aumento de aquéllos hasta
el decimoquinto dia de incubacién, seguido de un descenso hasta
el decimonoveno para aumentar hasta la eclosién (Kalliecharan Y
Hall, 1976).

Boucek y Savard (1970) estudian 1la incorporaixién de
acetato marcado en cortes de ovario de pollos hembras,
detecténdose 1la aparicién de progesterona, androstendiona,
testosterona y 17-B-estradiol radiactivos, en cantidades
diferentes segGn se encuentren en periodo de puesta o de muda.
También se ha determinado 1la capacidad esteroidogénica de los
ovarios en relacién a la edad del animal, comprobandose que es
mayor en animales de 1 dia que en adultos (Galli y col., 1975).
En comparacién con la de testiculos, éstos muestran una situacién
inversa ya que va en aumento con la edad del animal.

Se han estudiado varias de las enzimas que intervienen
en la colesterogénesis en el pollo. Asi, la HMG CoA sintetasa
(Clinkenbeard y col., 1975a; Clinkenbeard y col., 1975b; Reed Yy
col., 1975) en sus dos localizaciones, mitocondrial Yy
citoplasmitica, segdn la sintesis se dirija hacia cuerpos
cetonicos o colesterol. También, la HMG CoA reductasa de gallinas
ponedoras (Beg y col., 1977) y la prenil transferasa (RKing vy
Rilling, 1977). En higado de pollo recién nacido, Garcia-Martinez
y col. (1976) llevaron a cabo un estudio de la mevalonato quinasa

y fosfomevalonato quinasa durante los 10 primeros dias de vida
posnatal.

En este Departamento se ha caracterizado la enzima HMG



CoA reductasa de higado e intestino de pollo, habiéndose
comprobado adem&s 1la influencia que la hora del dia, algunas
dietas y el desarrollo perinatal, ejercen sobre sus nivgles de
actividad (Marco y col., 1985; Ramirez y col., 1982; Marco y
col.,1983; Marco y col., 1986a; Marco y col., 1986b). Asimismo,
se ha estudiado 1la modulacién de dicha actividad y de 1la
composicién lipidica microsomal, en funcién de la edad y la dieta
de colesterol (Alejandre y col., 1981; Alejandre y col., 1985a;
Alejandre y col., 1985b).

También se han realizado estudios acerca de la actividad
PPMVA descarboxilasa, y més concretamente sobre 1la posible
existencia de ritmo diurno, que aunque es un capitulo sujeto a
controversia, se ha comprobado recientemente (Gonzédlez-Pacanowska
y col., 1985a; Gonzdlez~Pacanowska y c¢ol., 1985b) 1la no
existencia de cambios apreciables en dicha actividad hep4tica,
renal e intestinal a lo largo del dia. Adem&s, se ha demostrado
que la situacién de ayuno determina un descenso de actividad en
la enzima de origen hepatico e intestinal, que vuelve a alcanzar
sus niveles normales tras la realimentacién. A 1lo largo del
desarrollo embrionario se ha estudiado asimismo la evolucién de
estos niveles, encontrdndose un aumento bastante acusado en
cerebro entre los dias 13 y 18 de incubacién. Dado el paralelismo
entre el perfil de actividad descarboxilasa cerebral y el
contenido en colesterol libre de éste 6érgano, se ha sugerido un
papel importante para esta enzima en 1la regulacién de 1la
colesterogénesis durante el proceso de mielinizacién. En cambio
la actividad de higado se mantuvo constante a lo largo de todo el
desarrollo embrionario y con valores absolutos inferiores a 1los
de cerebro. Respecto a la evolucién de 1la actividad en el
desarrollo posnatal del pollo, se observa que en intestino
experimenta un ligero aumento hasta el octavo dia para disminuir
progresivamente hasta el decimoctavo, ultimo del ’periodo
ensayado.







B. REGULACION HORMONAL DE LA BIOSINTESIS DEL COLESTEROL
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Se han descrito un gran nimero de factores que tienen
influencia en la biosintesis de colesterol (Bortz, 1973; Bortz y
col., 1973; Dugan y Porter, 1976), entre los que se encuentran
algunas hormonas. Seria muy importante, desde un punto de vista
terapeutico, demostrar la existencia de algun medio de regulacién

de la colesterogénesis que no estuviese implicado en el control

"feedback", puesto que al ser éste un mecanismo autorregulador

contribuye al mantenimiento de un nivel relativamente constante
de colesterol. Sin embargo, podria acontecer una disminucién
importante de 1la tasa de colesterol si un agente -tal como una
hormona- no actuase mediante aquella via.

La demostracién de que la enzima HMG CoA reductasa es el
punto clave en la regulacién del proceso de sintesis (Bucher vy
col., 1959; Siperstein y Fagan, 1966), posibilita que la mayor
parte de 1los estudios recientes se lleven a cabo sobre dicha
enzima, comprob&ndose por otra parte que cambios en la tasa de

colesterogénesis conllevan otros paralelos en la actividad
reductasa.

Ha sido ampliamehte demostrado que bajo condiciones

normales, tanto la actividad reductasa (Hamprecht y col., 1969;
Kandutsch y Saucier, 1969; Shapiro Yy Rodwell, 1969) como 1la
velocidad de colesterogénesis (Back y col., 1969) exhiben un

ritmo en su evolucién diurna, dependiente del periodo de ingesta
mds que del propio ciclo luz-oscuridad (Dugan y col., 1972; Booth
y col., 1972; Gregory y col., 1972). Esta circunstancia sugiere,
por tanto, que el factor fegulador de dicha variacién diurna en
la actividad enzimadtica es de origen endégeno (Huber y col.,
1973) y muy sensible ademds a alguna sefial ambiental periédica.
De hecho, es muy posible la existencia de un mecanismo regulador
que implique una o varias hormonas, aunque Huber y col.(1973)
demuestran que dicho ritmo diurno no est&4 controlado por el

contenido de serotonina o melatonina de la glandula pineal.
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Los primeros estudios acerca del efecto hormonal sobre
la sintesis de colesterol se llevaron a cabo a principio de 1la
década de 1los 50. En aquel momento, la disponibilidad de 1t4C
posibilité el seguimiento de un compuesto a través de una ruta
metabdélica. La demostracién de que el acetato acttia como fuente
de todos 1los carbonos que componen la molécula de colesterol
(Bloch y Rittenberg, 1942), asi como que éste puede ser
sintetizado en condiciones in vivo (Bloch Y Rittenberg, 1942) o
in vitro, constituyé el escenario para la determinacién de 1los
efectos hormonales sobre 1la conversién de [t4C]acetato en
colesterol. Las primeras experiencias se realizaron con animales
completos, Oérganos perfundidos o cortes tisulares. También,
Bucher (1953) demostrdé 1la incorporacién de acetato marcado a
colesterol por homogenados de higado de rata, 1lo que determinéd
que muchos de 1los trabajos que se 1llevaron a cabo sobre
regulacién hormonal utilizasen dicha muestra biolégica.

La determinacién de un répido método radiactivo de 1la
actividad HMG CoA reductasa (Shapiro y col., 1969), asi como la
solubilizacién y purificacién parcial de dicha enzima microsomal
(Rawachi y Rudney, 1970; Heller y Gould, 1973, 1975; Brown y
col., 1973; Ackerman y col., 1974), ha hecho de dicha medida 1a
mis empleada en los estudios con hormonas.

Por otra parte, 1los primeros estudios sobre carencia Yy
suplementacién de hormonas en 1la conversién de acetato a
colesterol se realizaron entre los afios 1950 a 1960, destacando
el grupo de I.L. Chaikoff, que demostrd el aumento e inhibicién
de la actividad HMG CoA reductasa por efecto de varias hormonas.

Estos y otros hallazgos anteriores a 1977 han sido
recogidos en 1la revisién de Dugan y Porter sobre la regulacién
hormonal de 1la biosintesis del colesterol (En "Biochemical
Actions of Hormones" G. Litwack ed. vol.d4 cap.4 Academic Press
N.Y.).
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En la década de los 80, 1los estudios sobre regulacién
hormonal de la colesterogénesis van encaminados a dilucidar el

mecanismo de accidén del efecto de estas hormonas sobre la HMG CoA
reductasa. .
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B.1l. HORMONAS TIROIDEAS. METABOLISMO Y ACCION

B.l.a. OQOrigen y guimica

De 1la gléndula tiroides se extrae una globulina iodada,
la tiroglobulina, glucoproteina de peso molecular elevado que
constituye el coloide de las vesiculas tiroideas. A partir de
ella, mediante hidrélisis, se extrajo el principio activo: 1la

tiroxina, también conocida como tetraiodotironina o T« (Kendall,
1917).

Es 1la tiroxina un amino&cido aromatico fenélico iodado
(65% de iodo), que posee en su estructura dos anillos bencénicos
unidos por un puente de oxigeno etéreo y una cadena lateral de
alarnina. Es 6pticamente activo y el isémero L, forma natural, es
mas activo que el D (Boyd y Oliver, 1960; Greene y col., 1961).
Sus caracteristicas fisico-quimicas mis notables son:

Peso molecular: 776.9 (4cido libre)
798.9 (sal sédica)
888.9 (sal sbédica pentahidratada)
Forma fisica: cristalizada, en forma de agujas blancas
Punto de fusién: 2369C
PKa (a 252C): 2.20 (-COOH)
6.45 (-OH)
10.10 (-NHz)
Solubilidad: muy poco soluble en agua
soluble en &lcali
insoluble en etanol y éter
Otras caracteristicas: inestable a la luz, con pérdida
de iodo. Durante la hidrélisis
proteica, sobre todo con 4cido,

experimenta deiodinacién. Forma
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quelatos insolubles con Mg2+,
Mn2+ y otros cationes divalentes

También existen en la glandula otros dos amino&cidos
iodados derivados de 1la tirosina, que carecen de actividad
biolébgica Y se consideran precursores de la tiroxina:
monoiodotirosina y diiodotirosina.

Se observé que la accién de la glandula tiroides
desecada es mayor que la que corresponde a su contenido en
tiroxina -Unica hormona tiroidea conocida hasta entonces-, por lo
que se postuld la existencia de otra hormona, que fue aislada y
sintetizada en 1953: la triiodotironina o T: (Gross y Pitt-Rivers
1952, 1953a; Roche y col., 1952), de actividad generalmente mayor
que la T« (Gross y Pitt-Rivers, 1953b; Fields, 1957). También
existe bajo 1las formas isémeras D y L, siendo esta ultima mas

activa. Sus caracteristicas fisico-quimicas mas notables son:

Peso molecular: 651.0
Forma fisica: cristalizada
Punto de fusién: 233.49C (se descompone)
pKa (a 25°C): 2.2 (-COOH)
8.4 (-OH)
10.1 (-NH2)
Solubilidad: muy poco soluble en agua
soluble en 4lcali
Otras caracteristicas: inestable a la luz, con pérdida
de iodo. Por calentamiento en
4cidos fuertes -y dlcalis,
aunque en menor grado-

experimenta deiodinacién
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Tanto la Ts como la Ts¢ derivan de la tironina, que es de
por si inactiva, por 1lo que requiere 1la presencia de

sustituyentes en su molécula para presentar accién hormonal:

* la presencia de 4tomos de iodo en posiciones 3, 5, 3'
Yy 5' (tres &tomos en caso de la Ts y cuatro en la Ts)

* el hidroxilo fenbdlico en posicién 4' es necesario para
una actividad hormonal normal; su eliminacién o cambioc de
posicién disminuye o suprime dicha actividad

* el iodo en posicién 3' es de capital importancia para
una actividad tiroidea méxima; sin embargo, dicho &tomo puede
reemplazarse por un grupo metilo o etilo sin perder dicho efecto,
aunque la potencia disminuye considerablemente

* el puente de oxigeno es indispensable, pues su ruptura
suprime totalmente la actividad tiroidea

* la cadena lateral de alanina también es necesaria para
una actividad tiroidea maxima, pues su modificacién disminuye
dicha actividad.

B.1.b. Biosintesis

Los estudios réalizados utilizando principalmente iodo
radiactivo, han contribuido al esclarecimiento del mecanismo de
sintesis y liberacién de estas hormonas (Grollman, 1965; Keele y
Neil, 1965; Klebanoff, 1965; Woeber, 1967), distinguiéndose en el
proceso varias etapas: |

A. Captacién de joduro por la glindula tiroides. La
"trampa" de ioduro. E1l iodo ingerido con los alimentos pasa a la
sangre como ioduro inorgénico (I-), siendo rapidamente capturado,
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fijado y concentrado por la glandula. Esta "trampa" de ioduro
tiene 1lugar en las células tiroideas hacia la 1luz folicular,
estableciéndose el transporte de dicho ion en contra del
gradiente de concentracién entre el plasma Y la gl&ndula, 1lo que
constituye un transporte activo o "bomba de ioduro”, cuya energia
necesaria es suministrada porvel ATP. Dicha "bomba" es estimulada
por la TSH, deprimida por la hipofisectomia y blogqueada por los
tiocianatos.

B. Oxidacién del joduro a iodo e iodizacién. A fin
de que el iodo pueda fijarse en las sustancias organicas,
es necesario que el ion ioduro se transforme en iodo libre
(elemental) dentro del foliculo tiroideo, lo que acontece
mediante la actuacién de una enzima oxidante: 1la peroxidasa (De
Robertis y Grasso, 1948). Esta etapa se encuentra inhibida por
las tioureas.

Una vez formado, el iodo libre se une al amino&cido
tirosina, que se encuentra integrado en la molécula de la
tiroglobulina en el foliculo, para formar primero

monoiodotirosina (MIT) y después diiodotirosina (DIT).

c. Formacién de las hormonas tiroideas.

Acoplamiento. La tiroxina o T« se forma por

acoplamiento de dos moléculas de diiodotirosina (DIT), con
pérdida de un resto de alanina.

La triiodotironina o Ts se sintetiza en cantidad
mucho menor que la anterior, por acoplamiento de una molécula de
monoiodotirosina (MIT) y una de diiodotirosina ({DIT), con pérdida
de un resto de alanina.

En ambos casos interviene una enzima de
acoplamiento, siendo dicho'proceso bloqueado por las tioureas.
Las hormonas tiroideas asi formadas se encuentran en unién
peptidica en la tiroglobulina (Mann y col., 1942; Morton y col.,
1942; Reinecke, 1946; Klebanoff, 1965).
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D. Liberacién de las hormonas tiroideas. Las

hormonas tiroideas Ts y T4, asi como la mono- Yy diiodotirosina,
se encuentran unidas a la tiroglobulina en forma de la sustancia
coloide de almacenamiento de los foliculos tiroideos. Como la
tiroglobulina no puede transitar -debido a su elevado peso
molecular y tamafio- de 1la glandula a la sangre a través del
epitelio folicular, 1lo que 1llega a 1la circulacién son las
hormonas Tz y Ts, una vez han sido liberadas de la tiroglobulina
bor una proteasa tiroidea (De Robertis y Nowinski, 1946). Esta es
inhibida por el iodo, 1lo que disminuye la liberacién de las
hormonas tiroideas, mientras que 1la tirotrofina hipofisaria
favorece dicha liberacién (Morton y col., 1942).

La proteasa tiroidea también libera MIT y DIT de 1la
tiroglobulina, pero estos compuestos pierden réipidamente el jiodo
por efecto de una enzima, 1la desiodinasa, y el ioduro formado se
utiliza de nuevo para sintetizar hormonas tiroideas a paftir de
la tirosina liberada.

Las hormonas tiroideas, una vez liberadas, llegan a
la sangre atravesando el epitelio tiroideo y circulan unidas a
las proteinas plasméticas, especialmente con una a-globulina, la
denominada TBG o globulina fijadora de tiroxina (Deiss y col.,
1953). Dicha unién es mas intensa para la T4 que para la Ta. La
combinacién hormonas tiroideas-TBG constituye el 1llamado iodo
proteico o precipitable.

La T« combinada a TBG se encuentra en equilibrio
reversible con una pequefia cantidad de T« libre, que es la que en
realidad ejerce la accién hormonal al abandonar la circulacién vy
pasar a los tejidos.

B.l.c. Absorcién y distribucién

Las hormonas tiroideas presentan su actividad total
cuando se administran por via bucal. Sin embargo, cuando se

suministran en forma pura —especialmente la T4~ se absorben en
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cantidad algo menor que cuando se administran en forma de
tiroglobulina, pues en este caso aquéllas estdn protegidas por su
combinacién con las cadenas polipeptidicas de 1la proteina
(Sollmann, 1957).

Las hormonas puras en forma de sales sbédicas, se
absorben completamente cuando se administran por via subcutanea,

pero ésta es poco utilizada porque las soluciones son demasiado
alcalinas.

Una vez absorbidas, 1las hormonas tiroideas pasan a la
sangre donde se combinan con las proteinas plasméticas de forma
reversible (Klebanoff, 1965; Ingbar y Woeber, 1967).

La T4 se combina con:

* TBG (globulina fijadora de T4)
* TBPA (prealbimina fijadora de Tq)
* SeroalbGmina

Por su parte, 1la Tz se enlaza menos firmemente a la TBG
Y no 1lo estd en absoluto a la TBPA. Con 1la serocalbGmina se
combina algo mads. Por todo ello, abandona la circulacién méas
facilmente que la T4, siendo su accién mas rapida y potente.

Las hormonas tiroideas combinadas a las proteinas, se
encuentran en equilibrio reversible con pequefias cantidades de
hormona 1libre, estado al cual es como llevan a cabo su accién
fisiolégica, distribuyéndose por todos los tejidos, especialmente
corazén e higado. '
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B.1.d. Destino y excrecién

Las hormonas tiroideas son metabolizadas en el organismo
en distintas formas (Klebanoff, 1965; Ingbar y Woeber,1967).

La Ts y T« se conjugan en el higado con el acido
glucurdénico -sobre todo la T4~ y con el &cido sulfirico -sobre
todo 1la Ts- a nivel del radical fenélico. Los conjugados se
eliminan via biliar, y al ingresar en el intestino experimentan
una hidrélisis -por las bacterias intestinales- que determina la
liberacién de 1las hormonas, 1las cuales vuelven a reabsorberse
mediante la circulacién enterohepatica y reingresan en el higado.

En el higado y rifién , las hormonas tiroideas
experimentan una desaminacién que origina derivados piravicos,
los cuales -debido a su gran inestabilidad- se transforman
mediante un proceso de reduccién en derivados 1l&cticos, vy
mediante otro de descarboxilacién en derivados acéticos. Estos
derivados son activos vy se conjugan asimismo con 1los 4cidos
glucurénico y sulfirico en la misma forma que la Tz y Ta.

A nivel de todos los tejidos -Y especialmente en higado
Y misculo-, 1las hormonas tiroideas Y sus metabolitos pierden el
iodo que se reduce a ioduro, el cual es eliminado parcialmente
via renal y el resto captado por la gléandula tiroides.

B.l.e. Accién fisiolédgica
La accién fundamental de la tiroides Y sus hormonas es
la estimulacién de la actividad metabélica global del organismo,

lo que llevan a cabo a varios niveles:

A. Acciébn calorigénica. Las hormonas tiroideas
estimulan el metabolismo, o sea la produccién de calor, lo que se
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denomina accién calorigénica.
Ademés aumentan el consumo de oxigeno y la
eliminacién de COz2, asi como la excrecién de nitrégeno.

B. Metabolismo de proteinas y glGcidos. Las
hormonas aumentan la absorcién intestinal de la glucosa y 1los
procesos de glucogenolisis y gluconeogénesis.

C. Metabolismo de lipidos. Colesterolemia. Las
hormonas tiroideas provocan generalmente un descenso de la
colesterolemia.

Por otra parte, también actGan a nivel de:

D. Sistema cardiovascular. Determinan las hormonas
un aumento de la actividad cardiaca (volumen sistélico Yy
frecuencia).

E. Sistema nervioso central. En el hipotiroidismo
exXiste un retardo del desarrollo del SNC, tanto a nivel somatico
como psiquico.

F. Diuresis. Las hormonas tiroideas producen un
aumento de la diuresis debido a un aumento del flujo sanguineo

renal, filtracién glomerular y excrecién de K*.

G. Crecimiento y desarrollo. Sistema éseo. Las

hormonas aceleran el desarrollo y el crecimiento, asi como el

normal proceso de osificacién.

H. Sobre la hipéfisis. La TSH desarrolla vy
mantiene el estado funcional de la gléandula tiroides, estimula la
captacién de iodo por la misma, activa la conversiédn de DIT en Ts
Yy estimula la liberacién de las hormonas tiroideas.

A su vez, el nivel plasmAtico de dichas hormonas
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regula la secreciébn de TSH.

B.1.f. Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de las hormonas tiroideas es un
aspecto aun no resuelto del todo en 1la actualidad, respecto del
cual existen algunas teorias:

* La accidén se llevaria a cabo a través de un
proceso de oxidacién-reduccidén, dado que el radical fendlico de
la estructura de las hormonas es esencial para su actividad.
Dicho grupo se oxidaria en el curso de la accién, convirtiéndose
en un radical tipo quinona o semiquinona. Incluso se postula que
éste radical oxidado sea 1la porcién activa de la molécula.

* Las hormonas ejercerian un efecto directo sobre
las enzimas implicadas en los distintos procesos metabdlicos que
son sensibles a dicha accién hormonal. Esta teoria esta basada en
la medida de algunos niveles enzimaticos ~fundamentalmente
mitocondriales- que varian de forma significativa con la
administracién de la hormona (Tapley y Hatfield, 1962).

* La existencia de interaccién hormona-iones
metalicos, argumento basado en 1la observacién de complejos
formados por la T« con algunos iones metédlicos, tales como Cu2*,
Co2*, Zn2*, Mg2*+, Mn2+* y Ca2*, los cuales se encuentran formando

parte de enzimas cuya actividad se afecta por la hormona (Tata y
col., 1963).

* Efecto directo sobre las membranas
mitocondriales, teoria resultante de la observacién de dicho
efecto tanto en condiciones in vivo como in vitro. En efecto, las
mitocondrias aisladas de ratas tratadas con T4« son mas fragiles

que las controles y presentan un hinchamiento notable.
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Asimismo se ha sugerido que el desacoplamiento de
la fosforilacién oxidativa y la alteracién experimentada en 1la
actividad de algunas enzimas mitocondriales -efectos inducidos
por la tiroxina-, son consecuencia directa de la accién hormonal
sobre la estructura mitocondrial.

* Hay autores (Oppenheimer Y col., 1972)
partidarios de la existencia de un "mensajero de larga vida" que
controle las manifestaciones tisulares del efecto de las hormonas
tiroideas, teoria que concuerda con la observacién de un "tiempo
de latencia" o periodo que transcurre desde la administracién de
dichas hormonas hasta la manifestacién de los primeros efectos.

Inicialmente se plantedé el problema de si las hormonas
tiroideas afectaban al organismo en su conjunto o unicamente a
tejidos y érganos especificos (Barker, 1951). M&s adelante se

concibié la cuestién a nivel celular, subcelular y enzimatico.

A nivel celular, el mecanismo que determina la entrada
en la célula de 1las hormonas no est4 todavia completamente
aclarado, si bien se cree que su unién a ciertas proteinas
portadoras juega un papel importante en dicha accién, ya sea para
orientar especificamente a dicha hormona a que atraviese la
membrana desligada de 1la proteina -hipétesis m&s admitida y
apoyada por las investigaciones de Sterling y col. (1961)-, o

bien porque lo haga todo el complejo hormona-proteina.

Por otra parte, teniendo en cuenta que las hormonas
tiroideas actian a nivel de metabolismo basal y que es
fundamentalmente en la mitocondria donde acontecen los procesos
oxidativos celulares, es 1légico pensar que la mayoria de los
trabajos estén orientados hacia la investigacién de los Vefectos
hormonales sobre 1la estructura y funcién mitocondriaies.A En
efecto, se demuestra una estrecha relacién de causalidad, aunque

todavia no esté muy claro si dicha accién directa es la primaria
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Yy fundamental, dada su influencia notable sobre otras funciones
celulares importantes como puede ser la sintesis proteica. A este
respecto existe una controversia entre los partidarios de la
accién a nivel de estructura mitocondrial (Sokoloff y Kaufman,
1959, 1961; Hoch y Lipmann, 1953) Y los que consideran que el
efecto se centra en una activacién de la sintesis proteica (Tata
y col., 1962; Tata, 1964). También se han observado importantes
acciones de la Ts a nivel nuclear, como la estimulacién de 1la
actividad RNA polimerasa DNA-dependiente (Widnell y Tata, 1963),
evento que acontece durante el "periodo de latencia” de dicha
hormona. Sin embargo, no parece que la hormona actie directamente
sobre 1la enzima, ya que al incubar in vitro nicleos de células
hepaticas en presencia de Ts, no se observéd ningdn efecto sobre
dicha actividad. Por otra parte, Malamud y Perrin (1974)
demuestran un efecto estimulador de la Ts; sobre la sintesis de
DNA nuclear. Todos estos resultados parecen sugerir que esta
hormona desempefia alguna funcién importante en 1la etapa de
transcripcién (Siegel y Tobias, 1966; Tata, 1966; Samuels y Tsai,
1973; Surks y col., 1973).
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B.2. INFLUENCIA DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE EL METABOLISMO
LIPIDICO

Se ha observado repetidamente el efecto opuesto que
producen las hormonas tiroideas sobre el metabolismo, ségﬁn se
administre a bajas o altas dosis ("efecto bifédsico"). Cuando se
ensayan en pequefias éantidades, provocan una accién
fundamentalmente anabolizante, mientras que si 1la dosis es
elevada, su fuerte efecto catabolizante llega a enmascarar el

débil papel anabdlico que pudiera existir.

La accién que las hormonas tiroideas ejercen sobre el
metabolismo lipidico no esté4 del todo claro, existiendo algunas
contradicciones. En efecto, existen autores que atribuyen a la Ts
una influencia positiva en la lipolisis, ya que observan un
aumento del nivel de &cidos grasos en sangre (Rich y col., 1959;
Kaciuba-Uscilko y Brzezinska, 1973) como consecuencia de su
administracién.

Respecto a 1la colesterogénesis parece ser que estas
hormonas aumentan tanto su sintesis como su degradacién,
resultando una hipocolesterolemia neta (Tata, 1964; Hoch, 1962).
Algunos autores opinan que el efecto de las hormonas sobre el
metabolismo 1lipidico es consecuencia directa de su efecto sobre
el nivel de glucégeno y de ATP en higado, ya que dichos efectos
hormonales sobre 1la sintesis de colesterol y &cidos grasos se
revierten al suplementarlos al medio (Fletcher y Myant, 1961). No
obstante, también existen resultados que demuestran un descenso
de 1la colesterogénesis en casos de hipertiroidismo (Handler,
1948; Scaife y Migicovsky, 1957; Wayne, 1960).
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B.3. INFLUENCIA DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LA
COLESTEROGENESIS

Ya en los afios 50 se pudo comprobar 1la relacién
existente entre 1la actividad de la glandula tiroides y 1la
colesterogénesis hepAtica, demostrédndose que la velocidad de
sintesis y "turnover" de <colesterol descendian en ratas
hipotiroideas (Byers y col., 1952:; Marx y col., 1953; Dayton y
col., 1954). Posteriormente, Fletcher y Myant (1958) demuestran
que la tasa de sintesis de colesterol a partir de acetato en
cortes de higado disminuye un 80% tras la tiroidectomia, mientras b
que no varia cuando se utiliza mevalonato como precursor. E1
hecho de que la administracién de hormonas tiroideas al animal
sea capaz de restaurar la colesterogénesis hepatica, y que 1la
suplementacién‘ de dichos compuestos a un medio de incubacién no
presente dicha capacidad, sugiere un efecto metabbélico distinto
al de 1la accién hormonal directa sobre las enzimas de la ruta
biosintética.

Mas recientemente, Guder y col. (1968) demostraron que
la actividad HMG CoA reductasa est4d disminuida en cerca de un 50%
en ratas hipotiroideas con respecto a las normales. Por tanto,
parece que el punto donde la ruta biosintética entre acetato Yy
colesterol se encuentra afectada, se localiza a nivel de una
enzima que por dicha causa se constituye en factor de regulacién
de la ruta.

Por otra parte, se demuestra que los niveles de
colesterol sérico se encuentran elevados en el estado
hipotiroideo y disminuidos en la condicién hipertiroidea (Pitt-
Rivers y Tata, 1959). También hay resultados que demuestran la
existencia de una relacién inversa entre niveles de colesterol en
plasma y funcién tiroidea (Chaikoff y col., 1941), asi como entre
velocidad de incorporacién de acetato a esteroles y estado
tiroideo (Rarp y Stetten, 1949; Rosenman y col., 1952a; Byers y
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col., 1852; Gould, 1959). Estas relaciones inversas han sido
atribuidas a la alteracién de 1la tasa de degradacién y
eliminacién del colesterol, 1lo que acontece al mismo tiempo que
la variacién de su velocidad de sintesis. La combinacién de estos
hechos determina un alejamiento de la tasa de recambio del
colesterol de sus valores normales {(Rosenman y c¢ol., 1952b).:
También estos mismos autores demuestran que las ratas
hipertiroideas metabolizan el colesterol inyectado
intravenosamente a mayor velocidad que las normales e
hipotiroideas. La recopilacién de todos estos hallazgos condujo a
Kritchevsky (1960) a la conclusién de que el aumento de la tasa
catabélica del colesterol en el estado hipocolesterolémico estéa
originado por sustancias tiroideas activas.

Retornando al capitulo de accién tiroidea sobre 1la
colesterogénesis, ya se ha dicho que existen bastantes evidencias
que sugieren un control a nivel de la HMG CoA reductasa (Gries vy
col., 1962,1963), cuyo patrén de respﬁesta a las hormonas
tiroideas es similar tanto en animales hipotiroideos como en los
hipofisectomizados, comprobandose la existencia de un "tiempo de
latencia" de algo m&s de 24 horas a partir de la administracién
hormonal, y un maximo de actividad reductasa que se localiza a
las 48 horas de aquélla. Dichos autores sugieren que durante el
periodo de latencia la hormona estimula la sintesis de enzima a
través del aumento de produccién de RNA nuclear. Resultados
similares fueron encontrados por Ness y col. (1973) sobre
estimulacién de dicha enzima por tratamiento con Ts en ratas
hipofisectomizadas. Asimismo demuestran que 1la presencia de
actinomicina D conlleva un bloqueo de dicha estimulacién, 1lo que
indica una actuacién hormonal directa a nivel de sintesis del
RNAm que codifica la proteina enzimatica.

Tsung-Chin y Shih-Chen (1965) han demostrado que la T4
estimula la incorporacién de acetato a colesterol, pero no en
todos los érganos, siendo en gléndula adrenal e higado donde se
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registran los mayores niveles de aumento. También se ha
comprobado =-en condiciones in vitro- que andlogos de hormonas
tiroideas inhiben la colesterogénesis a partir de acetato pero
no de mevalonato (Fletcher y Myant, 1960; Eskelson y col., 1970).
Por tanto, parece ser que las hormonas tiroideas -estimuladoras
a concentraciones bajas de 1la sintesis de novo de HMG CoA
reductasa- inhiben esta actividad catalitica a concentraciones
elevadas mediante su unién con la enzima. Se trataria de un caso
de modulacién enzimitica dependiente de la concentracién del
efector: para valores bajos de éste (hormona) se encuentra
favorecida 1la sintesis de la enzima, mientras que ésto no
ocurriria -incluso se registra un leve descenso- a
concentraciones ma&s altas.

La administracién de tiroxina incremente la conversién
del mevalonato a colesterol en rifién de rata (41% en hembras y
22% en machos (Feingold y col., 1980). La induccién de
hipotiroidismo en ratas por 6-n-propil-2-tiouracilo redujo 1la
conversién renal de mevalonato circulante a colesterol en un 45%
en hembras y wun 27% en machos (Feingold y col., 1980). La
administracién de hormona tiroidea retorné la colesterogénesis en
los rifiones a valores normales. Ni 1la tiroxina ni el
hipotiroidismo alteraron la conversién de mevalonato a colesterol
en higado (Feingold y col., 1980). Cambios en la hormona tiroidea
sélo producen pequefias alteraciones en el "shunt" del mevalonato
en rata (Feingold y col., 1980).

Ratas hipercolesterolémicas han sido un modelo idéneo
para investigar varios aspectos de la alteracién del metabolismo
de lipoproteinas (Krul y Dolphin, 1982). La rata y el perro son
especies particularmente resistentes a desarrollar
hipercolesterolemia y requieren la induccién simulténea de un
estado hipotiroideo. Asi, el fadrmaco antitiroideo
propiltiouracilo se afiade generalmente a la dieta alta en grasa o

colesterol, wusada para inducir la hipercolesterolemia en estos
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animales. La acumulacién de B-VLDL anormales con alto contenido
en colesterol y apolipoproteina E en el suero de ratas
hipercolesterolémicas parece ser debido , en parte, a la sintesis
Y secrecién de estas particulas por el higado (Dolphin, 1981).
Hay estudios que indican que las hormonas tiroideas pueden tener
un papel directo en la regulaciébén del metabolismo de
lipoproteinas (Keyes y col., 1981; Krul y Dolphin, 1982).

A pesar de que la sintesis endégena de colesterol esté
aumentada én los pacientes hipertiroideos (Nagaoka y col., 1986),
éstos preséntan por el contrario una concentracié4n menor de
colesterol total y colesterol de LDL en suero porque incrementa
el catabolismo de dicha lipoproteina, la excrecién de colesterol
por bilis y presentan una circulacién enterohepatica reducida
(Miller y Seitz, 1984). En individuos hipotiroideos hay una
reduccién de la sintesis de colesterol y del catabolismo de LDL,
mientras que 1la reabsorcién de colesterol no cambia o incluso
aumenta (Miller y Seitz, 1984). Adem&s pacientes hipotiroideos

obesos muestran un aumento de la sintesis de colesterol.

Se han wutilizado cultivos de fibroblastos humanos en
numerosas ocasiones para estudiar la regulacién del metabolismo
de lipidos y lipoproteinas, y han sido especialmente Gtiles para
establecer 1la ruta del feceptor de LDL y las anormalidades en la
familia hipercolesterolémica (Brown y col., 1973; Goldstein vy
Brown, 1983). Sin embargo, se estd reconociendo la necesidad de
definir bien un medio de cultivo artificial para 1las células
(Barnes y Sato, 1980; Ham y McKeenham, 1978), vya que la
preparacién de los sueros deficientes de lipidos o lipoproteinas
usados en 1la preincubacién de las células para inducir 1los
receptores y la sintesis de lipidos antes del ensayo, puede
introducir artefactos. La presencia en el suero de hormonas Yy
factores de crecimiento en concentraciones variables también
complica el estudio de sus efectos en el metabolismo 1lipidico.

Asi, se han encontrado estimulos en la incorporacién de acetato a
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colesterol no coordinados con un incremento en la actividad HMG
CoA reductasa (Amorosa y col., 1984). El blogueo de 1la
coordinacién en 1la respuesta entre estos dos parametros en
células preincubadas en medio artificial, no se pudo explicar
por:

a) estimulacién de un paso posterior al mevalonato medido
por incorporacién de mevalonato a colesterol

b) inactivacién in wvitro de 1la HMG CoA reductasa por
fosforilacién :la incubacién de microsomas de fibroblastos con
fosfatasa alcalina de E. c¢oli resulté en una reduccién de
actividad HMG CoA reductasa, en contraste con un incremento en
los microsomas hepéticos

c¢) la presencia de inhibidores de HMG CoA reductasa en los
extractos microsomales.

Estos resultados indican que la actividad HMG CoA
reductasa no puede ser considerada como el uUnico indice de 1la
sintesis de colesterol, sobre todo en cultivo de células, bajo
todas 1las condiciones experimentales estudiadas. Sin embargo,
como ya se ha dicho en apartados anteriores esta enzima cataliza
el paso limitante en la biosintesis del colesterol y juega un
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de éste
(Spady y col., 1985). La actividad reductasa presenta répidos y
grandes cambios en respuesta a las necesidades corporales de
colesterol, sus productos y otros metabolitos derivados del
mevalonato. Estos cambios son efectuados por dos sefiales: dieta y
hormonas. Quiz&s el proceso regulador mejor estudiado sea el
sistema "feedback"” mediado por LDL, Yy se ha demostrado que la
reduccién de actividad HMG CoA reductasa por dicha lipobroteina
es debida a la suspensién de la etapa de transcripcién del gen de
la reductasa y aceleracién en la degradacién de 1la proteina
reductasa (Faust y col., 1982; Edwards y col., 1983; Luskey y
col., 1983; Gil y col., 1985; Chin y col., 1985). Sin embargo, y
en contraste con la regulacién por LDL, no se sabe casi nada

sobre 1los mecanismos por los que varias hormonas regulan la
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actividad HMG CoA reductasa. Con respecto a las hormonas
pituitarias, se ha demostrado que la actividad reductasa hepéatica
se reduce a niveles muy bajos en ratas hipofisectomizadas (Ness y
col., 1973). La administracién de T: a estos animales, incrementa
la actividad reductasa alrededor de 3 veces por encima del valor
normal. La actinomicina D y 1la cicloheximida blogquean el
incremento de 1la actividad reductasa mediado por la Ts:. BEsto
sugiere que el efecto de la T:; se debe a un incremento en la
sintesis de RNA y de proteinas. En efecto, 1la administracién de
triiodotironina resulta en un gran incremento en actividad HMG
CoA reductasa, sintesis de proteinas y de ARNm.
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Considerando 1los antecedentes bibliogrdaficos
en la seccién correspondiente de la presente Memoria,

se ha desarrollado el siguiente plan de trabajo.

UNO.

DOS.

TRES.

CUATRO.

Establecimiento de 1las condiciones ©éptimas
para el estudio de 1la colesterogénesis in vivo en
higado, mucosa duodenal, rifién y cerebro de pollo,
utilizando [1-t4C]Jacetato como precursor. Asimismo, se
evalGa la produccidén de CO:2 en la respiracién a partir
de dicho sustrato, como un indice de su degradacién
oxidativa destinada a la obtencién de energia.

Estudio de la evolucién diurna en condiciones
in vivo tanto de los niveles de colesterogénesis en
dichos tejidos, como de la produccibédn de COz, ambos a
partir de acetato.

Estudio comparativo de la contribucién de
diversos tejidos a la actividad colesterogénica in vivo
a partir de acetato.

Determinacién de las condiciones iddéneas para
la evaluacién in vitro de la capacidad colesterogénica y
oxidativa de algunos tejidos a partir de acetato, en

comparacién con las establecidas en condiciones in vivo.



CINCO.
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Estudio comparativo de la influencia de 1los
tratamientos con hormonas tiroideas -Ts y T«- y PTU,
sobre la actividad colesterogénica de higado y rifién en
condiciones in vivo e in vitro, utilizando acetato Yy
mevalonato como precursores. Asimismo, se evaltia el
efecto sobre algunos enzimas que constituyen importantes
puntos de control de dicha ruta biosintética.



IV,

MATERIAL Y METODOS







A.

MATERIAL
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A.l. ANIMALES

Los estudios que constituyen la presente Memoria se lle-
varon a cabo en ejemplares machos pertenecientes a la especie Ga-
llus domesticus -variedad Leghorn Blanca-, de edades comprendidas
entre 11 y 60 dias de vida posnatal.

El sexo de dichos animales fue determinado inmediatamente

después de la eclosién, por personal especializado de la empresa

comercial Avigrana S.A., quien los suministré generosamente.

A.l.a. (Condiciones de mantenimiento

Una vez seleccionados, los animales fueron trasladados a
una espaciosa cémara de cria, dotada de unas excelentes condicio-
nes de aislamiento térmico, acustico y luminico respecto del ex-
terior de la misma. En su interior, se disponen dos baterias de
jaulas -de varios pisos cada una- provistas de bebederos con
aporte automatico de agua, asi como de amplios comederos que per-
miten un muy f4cil acceso al alimento. Dicha estancia -y con el
fin de mantener una periédica renovacidén de su atmésfera
interior- est4 dotada de un sistema extractor de turbina con un
ciclo automdtico de conexién/desconexién, cuya alternancia es de
unos 10 minutos aproximadamente.

La temperatura se mantuvo précticamente invariable, alcan-
zando un valor medio de 30t1¢C, suficiente para las necesidades

caldéricas de estos animales, sobre todo en su periodo de vida pos
natal.

Por otra parte, 1la cAmara est& provista de un sistema de
iluminacién artificial constituido por varios conjuntos de tubos
fluorescentes adosados a las paredes y distribuidos de tal
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manera, que suministren la luminosidad necesaria para una perfec-
ta visualizacién por los animales tanto del alimento como de su
entorno ambiental, y dentro de éste, sobre todo, de sus propios
congéneres.

Con el fin de habituarlos desde su nacimiento al ciclo dia
rio natural luz-oscuridad, se establecié una alternancia de eta-
pas de iluminacién y oscuridad, cuya periodicidad se fijé en 12
horas y se mantuvo précticamente constante mediante un temporiza-
dor electrénico. Con objeto de acomodarlo al horario natural -y
por tanto, de trabajo-, dicho ciclo artificial se ajusté aproxima
damente a aquél, corrigiéndose a lo largo del afio segin la hora
oficial.

Los animales presentaron en todo momento libre acceso a la
bebida y comida, estando constituida ésta por una dieta estéandar
especial para "pollitos arranque" -denominacién comercial Sanders

A-00-, cuya composicién porcentual en peso es:

Cereales 63
Harinas de oleaginosas 27
Harinas proteicas de péscado 4
Compuestos minerales 2.7
Alfalfa deshidratada 2
Corrector vitaminico 1
0

Sal .3

Total 100.0
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A.2. INSTRUMENTACION

Las distintas pesadas efectuadas (animales, 6rganos, prepa
raciones tisulares, reactivos, etc.), se llevaron a cabo general-
mente en una balanza monoplato marca Sartorius (Gdttingen, FRG),
con capacidad de hasta 160.0%+0.1 g. Para las determinaciones de
mayor precisién, se utilizéd otra balanza de la firma Mettler mode
lo H20T (pesada maxima 160 g +0.01 mg).

En las medidas de pH se utilizé un medidor Radiometer
modelo PHM 84 (Copenhagen, Denmark), con una precisién de hasta
+0.001 unidad de pH.

En 1la obtencién de cortes finos de los distintos tejidos
estudiados, se utilizé un microtomo manual C.A. Thomas Co. (Phila
delphia, USA), provisto de cuchillas de acero n®7 120D.

Las incubaciones de las muestras tisulares, asi como las
reincubaciones correspondientes para la recogida del :4COz libera
do durante las experiencias in vitro, se realizaron en matraces
de capacidad reducida con pocillo central, dispuestos en incubadgo
res metabdélicos Gallenkamp modelo IH-350, dotados de un sistema
de agitacién con regulacién de velocidad.

La disposicién de las alicuotas de insaponificables tota-
les en las placas cromatograficas, se efectud mediante micropipe-
tas de enrase automético por estrangulamiento "Emil Works". En
los demds casos que requerién medidas de pequefios volUmenes, se
utilizaron otras de la firma "Finnpipette" (Finland).

En las experiencias llevadas a cabo en condiciones in vi-
vo, los animales se colocaron en el interior de unos recipientes
de vidrio adecuados, tal como se describe mas adelante en la sec-—
cién "Métodos".
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Los lipidos insaponificables de los distintos tejidos, di-
sueltos en éter de petrdleo, fueron desecados en un rotavapor de
la firma Buchi modelo "R".

Para la cromatografia en capa fina, se utilizé un disposi-
tivo extensor de silicagel en placa, graduado para un espesor de
0.5 mm, de la marca Quickfit modelo 8 CR.

La destilacién del agua se realizé en equipos Vitrolab ti-
po VI-5001 y Pobel modelo 703. '

Para obtener mezclas y disoluciones homogéneas, se utili-
zaron procedimientos mecdnicos: vibradores Whirlimixer y Heidolph
asi como agitadores s/Invester.

Por otra parte, la medida de la radiactividad de las mues-
tras de !4C y ®H se llevé a cabo en contadores de centelleo liqui
do Phillips tipo PW-4510 y Beckman modelo LS-7500. Asimismo, las
muestras que contienen !2%5I, y fueron utilizadas en la evaluacién
cuantitativa de los niveles de Tz y Ts, se midieron en un conta-
dor Behring tipo Gamma Counter 1612.

El proceso de los datos experimentales obtenidos, se reali
z6 en computadoras programables Olivetti modelo P-101, EAKA tipo
EG-3003 (Video Genie System) y Compucorp 445 Statiscian.



-109-

A.3. REACTIVOS

La totalidad de los productos radiactivos empleados -y que
se relacionan a continuacién-, fueron suministrados por la firma
Amersham International (Amersham, UK):

* [1-14C]Acetato sbédico y (R)-[5-14Clmevalonolactona, como

precursores de la ruta metabédlica considerada

* [3-14C]HMG-CoA, como sustrato de la reaccién enzimatica
catalizada por la HMG-CoA reductasa

* [l-t4C]mevalonolactona, como sustrato de la actividad
PPMVA descarboxilasa

* [7(n)~-3H]colesterol y [2-t14C]mevalonolactona, como es-
tindares internos que permitan evaluar el rendimiento de los pro-
cesos de obtencién de lipidos insaponificables y MVA (ambos, pro-
ductos finales de etapa)

* Na!*COzH, como estiandar externo que posibilite cuantifi-
car la recuperacidédn del CO: desprendido en las incubaciones in

/

vitro.

Los reactivos utilizados en la preparacién del medio de in
cubacién, de los sustratos no marcados y de los distintos liqui-
dos de centelleo, asi como el silicagel de las placas cromatogra-
ficas, son de grado analitico y proceden de la firma comercial E.
Merck (Darmstadt, FRG).

Los compuestos que constituyen los tratamientos administra
dos =~en los estudios sobre la funcién tiroidea-, proceden de la

empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA), y son :

* L-Tiroxina (L-T4), al estado de sal sbédica pentahidrata-
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da

* 3,5,3'-triiodo-L~tironina (L-T:), bajo la forma de sal
sbédica

* 6-n~Propil-2-tiouracilo (PTU).
Asimismo, son también de dicha firma los patrones empleados en
las cromatografias.

La determinacién de los niveles de hormonas tiroideas se
realizé mediante radioinmunoensayo (RIA) en fase sblida, utilizan
do kits Coat-A-Count -para T: y Ta totales-, de la firma Diagnos-
tic Products Corporation (Los Angeles, USA).

El resto de los productos empleados provenian de las casas
Panreac (Barcelona, Espafia) y C.Erba (Milano, Italia).

Por otra parte, los gases que se utilizaron son de gran pu
reza, siendo suministrados por Oximesa S.A. (Granada, Espaiia).




B.

METODOS







=113~

B.1. ESTUDIOS IN VIVO

B.l.a. Metabolismo del acetato y MVA : incorporacién a lipidos
insaponificables y produccién de CO:

B.l.a.l. Preparacién de los sustratos radiactivos y del esténdar

interno

Como sustrato de la ruta metabdlica objeto de dichos estu-
dios se utilizé [1-t4Clacetato -al estado . de sal sédica-, con
una radiactividad especifica de 50 pCi/umol. Una vez abierto el
vial, se disolvié su contenido en el volumen adecuado de agua des
tilada estéril para que resulte una solucién de 50 pCi/ml (1 mM).

Asi preparada, se mantuvo a una temperatura de +29C.

En la mayor parte de los experimentos efectuados -salvo
cualquier otra indicaciéﬂ expresa-, se empled una concentracién
8 mM y 20 puCi/ml (lo que representa una radiactividad especifica
de 2.5 pCi/umol), para cuya preparacién a partir de la solucién
original, fue preciso adicionar una cantidad adecuada de acetato
sbdico no marcado.

También se estudidé in vivo el metabolismo del MVA, utili-
zando para ello (R)-[5-t4Clmevalonolactona con una radiactividad
especifica inicial de 18 pCi/pmol. Para su preparacién, se disol-
vié el ébntenido del vial -junto con la cantidad adecuada de
mevalonolactona no marcada- en un volumen apropiado de una so-
lucién de KOH en exceso (respecto de los equivalentes de 4&cido
presentes), durante 30 minutos y a 37eC. La correspondiente sal
potésica del MVA, asi obtenida, fue 1.33 mM y 4 pCi/ml -lo que
proporciona una actividad especifica de 3 pCi/pmol-, y se conser-
vé en el congelador a -20°C hasta el momento de su utilizacién.
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Por otra parte, y como estandar interno para evaluar el
rendimiento de la etapa de extracciédn de los lipidos insaponifica
bles correspondientes, se empleé una disolucién toluénica de
[7(n)-2H]colesterol que contiene 10 pCi/ml aproximadamente. Se
conserva en congelador para evitar variaciones de concentracién
por evaporacién.

B.1l.a.2. Administracién de los sustratos

Los experimentos se iniciaban generalmente -salvo otra in
dicacién-, momentos antes del comienzo de la fase luminosa, al obp
jeto de que los animales no hubiesen ingerido alimento alguno (el
pollo no come durante el periodo de oscuridad). E1 inicio de di-
cha etapa luminica fue prefijada para las 9.00 a.m., siendo su am
plitud de 12 horas.

En su caso, se inyecté intraperitonealmente a los pollos
—que contaban, por lo general, con 15 dias de edad- un volumen de
0.5 ml de la solucién de acetato 8 mM vya descrita en el apartado
anterior. Asimismo, cuando se utilizé MVA como precursor, se uti-
lizaron animales de 10 a 12 dias de edad a los que se inyecté 0.3
ml de la disolucién de MVA 1.33 mM preparada como también se indji
cé en el mismo apartado.

Se emplearon en todos los casos jeringas desechables de PO
lietileno de 1 ml de capacidad, habiéndose procedido previamente
a la desinfeccién local de la zona abdominal elegida para dicha
inyeccién. Asimismo -y para verificar la eficacia de la misma-,
se administré a pollos de igual edad Y de modo semejante, un volu
men idéntico de una solucién de Azul Tripdn, constatédndose -tras
practicar una diseccién exploratoria de dicho &rea abdominal- un
reparto bastante uniforme de este colorante por toda la superfi-
cie peritoneal, a los 5 - 10 minutos de la inyeccién.
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Por otra parte, se ha optado por la via intraperitoneal,
en primer lugar ante la dificultad existente para llevar a cabo
una puncién a nivel de vaso sanguineo -sea venosa o arterial-, ya
que a la edad considerada la pared vascular es delgada y fragil ;
y ademds porque representa un acceso lo suficientemente rapido vy
directo de los sustratos al medio interno del animal, circunstan-
cia de enorme interés habida cuenta que el metabolismo de dichos

sustratos se evallia en condiciones in vivo.
B.1.a.3. Descripcién de la "unidad metabdlica"

Con objeto de poder cuantificar lo mas fielmente posible
el COz espirado por el animal -resﬁltante de la oxidacién de 1los
sustratos administrados-, se disefié un habit&culo provisto de una
serie de accesorios, que resultase adecuado para la permanencia
de aquél en su interior a lo largo del experimento. El1 conjunto
constituye 1lo que se ha denominado "unidad metabélica", descri-
biéndose detalladamente a continuacién (Esquema n27).

El cuerpo central -habitdculo- es un recipiente de vidrio
con forma cilindrica y provisto de dobles paredes, entre las que
circula constantemente una corriente ("camisa") de agua que man-
tiene en su interior una temperatura de 28 * 2°C, ideal para es-
tos animales. Dicho habitéculo presenta una boca ancha de bordes
esmerilados, que se cierra mediante una tapadera también de vi-

drio y provista de cuatro aberturas, correspondientes a:

(E) Entrada de aire. La entrada de aire al interior del
habitéculo es posible gracias a la existencia de una cierta pre-
sién negativa en su interior, provocada por el efecto constante
de succién de una bomba de vacio.

La corriente de aire asi establecida -y antes de penetrar
en dicho habit&culo-, se hace burbujear a través de una solucién
de NaOH 1N -para reducir a la minima expresién su contenido en
COz- y posteriormente se hace pasar por cloruro célcico escorifor
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me a fin de eliminar, en lo posible, el exceso de humedad que pu-
diese contener. Dicho aire, pues, con estas caracteristicas, va a
constituir la atmésfera interior respirable de la céamara donde se
sitda el animal.

(T) Adaptacién para termémetro. Un dispositivo termébéme-
tro con adaptador esmerilado, permite controlar la temperatura in
terior de la cémara que se situd en torno a los 28¢C.

(M) Adaptacién para manémetro. Mediante un mandémetro se
comprobd constantemente el descenso de presién en el interior, no
sobrepasédndose en ningin momento los 2 mm de mercurio respecto de
la existente fuera de la cémara.

(s) Salida de aire y captura de COz espirado. El efec-
to de vacio provocado por la bomba de succién, permite no solamen
te el ingreso de aire procedente del exterior, sino también su sa
lida del habiticulo conteniendo los productos de la respiracién
del animal. Entre éstos, se encuentra el CO: resultante del meta-
bolismo oxidativo de los sustratos utilizados, disponiéndose para
su recogida dos frascos burbujeadores conectados en serie y que
contienen NaOH 3N.

B.l.a.4. Recogida y medida del 14CQO: espirado

El animal -una vez inyectado- se introdujo rapidamente en
la cémara, cerréndose su entrada a continuacién. Conectado el me-
canismo de bombeo, se establece el flujo de aire ya comentado. El
COz espirado por el animal -parte del cual es radiactivo-, se ha-
ce pasar a través de la solucién de NaOH 3N contenida en dos frag
cos con 200 ml cada uno, permaneciendo de esta manera disuelto al
estado de sal sédica (carbonato y/o bicarbonato). La radiactivi-
dad acumulada durante el tiempo del experimento -que, salvo indi
cacién expresa, fue de 30 minutos en caso del acetato y de 90 mi
nutos para el MVA- se evalué a partir de la existente en cuatro
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muestras alicuotas:

* Experimentos con acetato

- Dos -0.1 ¥y 0.2 ml-, extraidas del primer frasco
- Dos -0.25 y 0.5 ml-, del segundo frasco

* Experimentos con MVA

- Las cuatro de 0.6 ml, procedentes dos de cada frasco

Dichos volGmenes se depositaron en viales de medida con 2
ml de etanol absoluto, agitéandose brevemente hasta su disolucién.
Posteriormente se adicionaron 8 ml de liquido de centelleo, cons-
tituido por:

PPO 2 g

Dimetil POPOP 0.02 ¢
Tolueno 500 ml
Etanol 300 ml

Los viales asi preparados, fueron agitados mecénicamente
hasta conseguir una perfecta homogeneidad, midiéndose su radiacti
vidad en un contador de centelleo liquido que utiliza un programa
para 1!4C elaborado tras la determinacién de la correspondiente
grafica de calibrado. Para la preparacién de ésta, se utilizaron
soluciones de NaCOzH y Naz:COz en NaOH 3N como agentes productores
de extincién ("quenching").

B.l.a.5. Extraccién de los 1lipidos insaponificables totales.
Medida de su radiactividad

Transcurrido el tiempo adecuado, los animales fueron saca-
dos de las cémaras y ripidamente sacrificados por decapitacién.
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Una vez extraidos, los distintos érganos se lavaron con so
lucidén salina fria, eliminando cuidadosamente los restos de san-
gre, adherencias de grasa, etc. A continuacién fueron troceados
y se dispusieron en matraces Erlenmeyer que contenian KOH 90% -en
proporcién de 2 ml por g de érgano- y etanol 70% -en proporcién
5:1 vol/vol respecto de la KOH utilizada-, procediéndose a su sa-
ponificacién en caliente (sobre una superficie de 602C) durante
toda la noche, ademds de una completa hidrélisis y homogenizacién
del tejido. Previamente a la saponificacién, se afiadidé un estén-
dar interno de [7(n)-3H]colesterol -preparado como se describe en
el apartado B.l.a.l.- que contenia una cantidad de c.p.m. (cuen-
tas por minuto) entre 6 y 10 veces superior a las correspondien-
tes de 14C en los lipidos insaponificables.

Al término de la saponificacién, se procedié a la separa-
cién o extraccidén de los lipidos insaponificables del hidrolizado

del tejido segin se describe a continuacién.

Dicho hidrolizado se pasa del matraz a un embudo de decan-
tacién, 1lavandose dicho Erlenmeyer con 40 ml de éter de petréleo
(40-602), que se afiaden al embudo. Tras una agitacién vigorosa y
posterior decantacién se obtuvieron dos fases, de las que se sepa
ra la superior u orgénica que contiene disueltos los lipidos insa
ponificables debido a su naturaleza fuertemente apolar. La infe-
rior -acuosa- se somete a otros dos lavados similares con el mis-
mo volumen de éter, recogiéhdose ambas fases organicas que se reu
nen con la obtenida en la primera extraccién. Las fases acuosas
se desechan. En dicha fase orgé&nica conjunta se llevaron a cabo
dos lavados con 20 ml de agua destilada, volviéndose a desechar
las correspondientes fases acuosas. La fase organica definitiva
se dispuso en un matraz Erlenmeyer, al que se agregaron unos 15 g
de Naz SO« anhidro como agente desecante, a fin de eliminar cual-
quier residuo de fase acuosa. Se dejé en reposo durante por 1lo
menos 30 minutos, al cabo de los cuales dicho desecante se separa

por filtracién a través de una placa porosa conectada a una bom-
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ba de vacio, recogiéndose la fase orgénica en un matraz esférico.
El disolvente de dicha fase orgénica se evaporé en un rotavapor,
quedando un residuo seco de lipidos insaponificables que fueron
redisueltos en éter etilico y trasvasados a un vial con ayuda de
una pipeta Pasteur. El éter se evapord sobre una superficie a
509C, guardéndose la muestra insaponificable bien tapada en friggo
rifico a 49C hasta su medida. Para ello, dicho residuo lipidico
se redisolvié en 1 ml de cloroformo, del que se tomaron a conti-
nuacién dos muestras alicuotas -0.1 y 0.2 ml-, que se depositaron
en sendos viales de medida. Una vez el cloroformo se hubo evapo-
rado totalmente -etapa importante, puesto que es un compuesto pro
ductor de una considerable extincién-, se adicionaron 10 ml de un
liquido de centelleo compuesto por:

PPO 5¢g

POPOP 0.3 g
Tolueno 934 ml
Acetato de etilo 66 ml

Los viales se agitaron hasta una completa solubilizacién
de las muestras, midiéndose finalmente su radiactividad en un con
tador de centelleo liquido que utiliza un programa de doble marca
do -para !4C y 3H-~ elaborado tras efectuar la correspondiente gr§
fica de calibrado. Para ello -y como agente productor de extin
cién-, se utilizé un extracto de lipidos insaponificables proce-
dentes de higado y rifién de pollo. Dicho programa permite ademés
llevar a cabo la correccién de las d.p.m. (desintegraciones por
minuto) debidas al 1'4C, con arreglo al porcentaje de recuperacién

de su correspondiente estidndar interno -3H- después de la etapa
de extraccién.

B.l.a.6. Fraccionamiento de los lipidos insaponificables. Medida
de la radiactividad de las distintas fracciones.

Para la separacién de las distintas fraciones insaponifica
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bles, se utilizé 1la técnica descrita por Raskin y Siperstein
(1974) basada en una cromatografia en capa fina que posibilita la
separacién de esteroles Cz7 -tipo colesterol-, esteroles Cszo =-ti
po lanosterol-, 6xidos de escualeno -que migran junto a la ubiqui
nona-, escualeno y un conjunto amplio de insaponificables de ca-
rcter relativamente polar.

En 1la preparacién de la capa fina se utilizaron placas de
vidrio de 20x5 cm, previamente deslipidizadas con acetona. Se pre
paré -en un matraz Erlenmeyer con tapén esmerilado— una suspen
sién de 50 g de silicagel 60 G en 100 ml de agua destilada, agi-
tando vigorosamente durante 2 minutos. Transcurridos éstos, se
vierte dicha suspensién en el dispositivo extensor -—-ajustado para
un espesor de capa de 0.5 mm~ que se hace deslizar uniformemente
sobre las placas depositando en ellas el silicagel. Se dejan se-
car al aire y se introducen posteriormente en una estufa a 120¢C
durante 2 horas con el fin de conseguir una pérdida total de hume
dad (proceso de "activacién").

De las muestras de insaponificables totales, se tomé una
alicuota =-cuyo volumen represente como minimo de un 15-20% del to
tal-, que se deposité en forma de banda estrecha a una distancia
de 2 cm del borde inferior de la placa activada con ayuda de una

micropipeta de enrase por estrangulamiento.

A fin de identificar las distintas fracciones insaponifica
bles, se desarrolldé junto a cada tanda otra placa, en la que se
dispusieron de forma anidloga pequefias cantidades de escualeno,
ubiquinona, lanosterol y colesterol no marcados, cuyos Rf respec-
tivos constituyen el patrén con el que se compararon los de 1las

bandas obtenidas de cada muestra de insaponificables totales.

Las placas se introdujeron en un recipiente paralelepipédi
co de vidrio -dimensiones 30x30x10 cm- provisto de una tapa con
bordes esmerilados, lo que permite su cierre hermético. En dicho
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recipiente se dispusieron 150 ml de disolvente, dejindose saturar
su atmésfera interior durante 20 horas como minimo -a lo cual tam
bien contribuyé la utilizacién de papeles de filtro adheridos a
las paredes laterales de aquél.

La técnica adoptada consistié en dos desarrollos diferen-
tes:

* El primero, utilizé como disolvente una mezcla de
acetato de etilo y benceno -1:5 vol/vol-, finalizando al alcanzar
el frente una distancia equivalente a las 3/4 partes de la longi-
tud total de la placa. Una vez fuera de la camara cromatogréafica,
dichas placas se dejaron secar durante 1 hora bajo una corriente
de aire caliente.

* El segundo desarrollo se llevd a cabo en presencia
de la mezcla heptano-benceno -97:3 vol/vol-,permitiéndose avanzar
al frente hasta el limite superior del silicagel y secé&ndose éste
posteriormente con aire caliente.

A fin de visualizar las distintas fracciones, se introduje
ron las placas totalmente secas en una cubeta que contiene iodo
sublimado, el cual -debido a la capacidad que presenta de adicipo
narse a dobles enlaces- va a posibilitar 1a aparicién de bandas
coloreadas (tonalidad parduzca tipica) que corresponden a dichas
fracciones insaponificables.

Los valores de Rt que se consideraron para cada fraccién
fueron -segin los obtenidos con los patrones- los siguientes:
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Compuesto que migra como R
Escualeno : 0.79
Ubiquinona 0.63
Lanosterol 0.38
Colesterol 0.27
Insaponificables polares 0.00-0.22

El contorno de cada banda se sefialdé con un punzbén e inme-
diatamente se procedidé a la completa eliminacién del iodo de las
mismas, colocando las placas bajo una corriente de aire frio du-
rante 1 hora. Desaparecido el color, se rasparon las zonas de si
licagel delimitadas por el punteado Y se dispusieron en viales de
medida, afladiéndose a continuacién 10 ml del mismo liquido de cen
telleo utilizado para cuantificar la radiactividad de insaponifi-
cables totales (composicién ya descrita en el apartado B.l1.a.5.).
Después de una agitaciéh Vigorosa durante unos 10 segundos =-con
objeto de que los distintos compuestos se solubilizasen perfecta
mente-, se midié su radiactividad en un contador de centelleo 1i-
quido empleando un programa para doble marcado -14C y 3H- que se
preparé una vez realizada la correspondiente grafica de calibra-
do. E1l agente productor de extincién utilizado fue una mezcla de
silicagel y un extracto de insaponificables procedentes de higado
Y rifién de pollo. Al igual que el programa destinado a la medida
de lipidos insaponificables totales (apartado B.l.a.5.), permitié
corregir las d.p.m. correspondientes al 14¢C seglin la recuperacién
del 2H empleado como estadndar interno.
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B.2. ESTUDIOS IN VITRO

B.2.a. Metabolismo del acetato y MVA: incorporacién a lipidos
insaponificables y produccién de CO:

B.2.a.l. Preparacién de los sustratos marcados y del esténdar
interno

El sustrato empleado fue [l1-1¢C]acetato sédico, que se pre
paré inicialmente -segin se describié en el apartado B.l.a.l.- a
concentracién 1 mM y 50 pCi/ml. Sin embargo, en la mayor parte
de estos experimentos ipn vitro -y siempre que no se indique 1lo
contrario- se utilizé una disolucién de dicho sustrato 60 mM Yy
25 pCi/ml (lo que representa una radiactividad especifica de 0.42
uCi/umol), por lo que a dicha concentracién original se le afadié
la cantidad adecuada de acetato no marcado.

Para estudiar en estas condiciones el metabolismo del MVA,
se utilizé (R)-[5-t4Clmevalonolactona con una actividad especifi-
ca inicial de 18 pCi/pmol. Se preparé disolviendo el contenido
de la ampolla -junto con la cantidad adecuada de mevalonolactona
no marcada- en un volumen apropiado de una solucién de KOH en ex-
ceso, durante 30 minutos y a 37¢cC. La sal potésica del MVA asi
obtenida fue 2 mM y 8 uCi/ml -proporcionando, por tanto, una ra
diactividad especifica de 4 pCi/pmol-, manteniéndose en congela-
dor a -20¢C.

Por otra parte, y como estépdar interno para cuantificar
el rendimiento del proceso de aislamiento de los lipidos insaponji
ficables totales, se utilizé la misma disolucién de colesterol
tritiado citada en el apartado B.l.a.1l.
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B.2.a.2. Obtencién del tampén de incubacién

Las incubaciones se llevaron a cabo en presencia de tampén
Krebs-Ringer bicarbonato pH 7.4 , que se prepard a partir de una

mezcla salina con la siguiente composicién:

NacCl 0.154 M 100 ml1
KC1 0.154 M 4 ml
CaCl: 0.11 M 3ml
KH2 POq4 0.154 M 1 ml
MgSOq .7H20  0.154 M 1l nl

Este volumen total de mezcla se gased durante 10 minutos
con carbégeno -95% Oz y 5% COz~- a fin de evitar 1la precipitacién
del Ca2*, afiadiéndose a continuacién 21 ml de una solucidn ex-
temporidnea de NaHCOs; 0.154 M. El pH resultante del tampé4n -para
dichas proporciones- resultd ser de 7.4 .

B.2.a.3. Preparacién de las muestras tisulares

Los animales se sacrificaron por decapitacién antes de que
se iniciase la fase luminica del ciclo, es decir, entre las 8.30
Y 9.00 a.m. . Se extrajeron répidamente los 6rganos a estudiar,
disponiéndose en la mezcla salina fria ya citada en el apartado
anterior. Una vez limpios de restos de sangre y adherencias de
grasa, se procedié a la obtencién de muestras para la incubacién,
que fueron de dos tipos:

* Cortes finos de 0.2 mm de grosor -obtenidos con microtgo
mo manual- a partir de higado y rifién.

* Raspado de la mucosa correspondiente al asa duodenal, se
parédndola de los dem&s componentes de dicha porciébn intestinal
(capas muscular y adventicia).
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Las cantidades de muestras de tejido utilizadas en la ma-
yor parte de las incubaciones fueron -salvo cualquier otra indica
cién expresa- las siguientes:

Muestra Incubacién Incubacién

tisular con acetato con Mva
Cortes de higado 75 mg 150 mg
Cortes de rifién 100 mg 200 mg
Raspado de mucosa

duodenal 150 mg -

B.2.a.4. Procedimiento de incubacién

Las incubaciones se llevaron a cabo segun la técnica de
Righetti y co0l.(1976), con ligeras modificaciones que se descri-
ben a continuacién.

Se utilizaron matraces de forma cénica de 25 ml de capaci-

dad, con tapén de rosca perforable Y provistos en su base de un
pocillo central de 1 ml.

Un volumen de 1.9 ml de tampédn Krebs-Ringer bicarbonato
PH 7.4 frio, asi como la cantidad adecuada de muestra tisular, se
dispusieron en el matraz fuera del pocillo central. También en
ese mismo compartimento se pipetedé -a menos que se indique lo con
trario- 0.1 ml de la solucién de acetato 60 mM preparada como ya
se describié en el apartado B.2.a.l1. . Al final resultd, por tan
to, una concentracién de acetato en el medio de incubacién de
3 mMy 1.25 pCi/ml.

En las incubaciones con MVA, adem&s de los 1.9 ml de tam-~
pén Krebs-Ringer bicarbonato PH 7.4 y la cantidad apropiada de
cortes de tejido, se dispuso en el matraz un volumen de 0.1 ml de
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la solucién de MVA 2 mM obtenida segin se describié en B.2.a.l. ,
con lo que al final se obtuvo una concentracién 0.1 mM vy
0.4 pCi/ml de dicho precursor en el medio.

Seguidamente, los matraces fueron gaseados durante 30 se-
gundos con carbégeno, se cerraron herméticamente con el tapén de
rosca perforable y se dispusieron en el incubador metabdlico para
su agitacién a 379C con un ritmo de unas 100 oscilaciones por mi-
nuto. Los tiempos de incubacién fueron -~salvo otra indicacién al

respecto- de 1 hora para las muestras con acetato y 2 horas para
las de MVA.

Transcurridos dichos tiempos, se inyecté -a través del
tapén- 1 ml de H2S04 1N directamente en el medio de incubacién,
con la doble finalidad de detener la reaccién y transformar el bi
carbonato producido en el curso de la misma -que se encontraba di
suelto- en su forma anhidrida y gaseosa (COz), estado al cual pa-
s6 a la atmésfera interior del matraz.

B.2.a.5. Recogida y medida del :4CO: producido

Inmediatamente después de detener la reacciédn, se inyectéd
de modo andlogo -pero esta vez dentro del pocillo-, un volumen de
0.4 ml de NaOH 3N sobre el que se fue "recogiendo" nuevamente di-
cho 14C0Oz al estado de sal soluble. Con el fin de facilitar es-
te proceso de captacién, asi como de asegurar que ocurrié de for-
ma completa, los matraces se sometieron a una reincubacién de 30
minutos en las mismas condiciones ya descritas. Concluida ésta
se abrieron dichos matraces, tomdndose de la solucién del pocillo
dos muestras alicuotas:

* 0.05 ¥y 0.1 ml de los matraces incubados con acetato

* 0.1 y 0.2 ml de los incubados con MVA
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Dichos volimenes se depositaron en sendos viales de medida
que ya contenian 10 ml de liquido de centelleo compuesto por:

PPO 2 g

POPOP 0.02 g
Tolueno 500 ml
Metanol 500 ml

Tras una breve agitacién, se midid su radiactividad en un
contador de centelleo liquido con un programa para !4C, preparado
tras realizar la gréfica de calibrado correspondiente y utilizan-
do una mezcla de NaCOs3H y NazCOs en NaOH 3N como productor de ex-
tincién.

Por otra parte, se constatd el elevado porcentaje de recu-
peracién del CO: durante la etapa de reincubacién -entre un 95 y
un 100%-, empleando para ello un adecuado estandar externo de
Nal4COsH.

B.2.a.6. Aislamiento de 1los lipidos insaponificables totales.
Medida de su radiactividad

Finalizados 1los periodos de incubacién y reincubacién de
las muestras, y una vez abiertos los matraces, se afadié el estan
dar interno al medio de incubacién. Dicho esté&ndar est& consti-
tuido por el [7(n)-?H]colesterol citado en el apartado B.2.a.1l. '
utilizando en cada caso un numero de c¢.p.m. entre 6 Yy 10 veces su
perior a las correspondientes de :1C en los insaponificables. 1In
mediatamente se trasvasé dicho medio de incubacién -con su estan
dar- a un matraz Erlenmeyer para su hidrélisis y saponificacién,
segin idéntico procedimiento al descrito para las condiciones
in vivo (apartado B.l.a.5.). Asimismo, el proceso de extraccién
que conlleva el aislamiento de 1los insaponificables totales,
obedecié al mismo protocolo indicado en dicho apartado.
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La radiactividad de los viales que contienen las muestras,
se mididé en un contador de centelleo liquido que utiliza el mismo

programa descrito para las condiciones in vivo.

B.2.a.7. Fraccionamiento de los lipidos insaponificables totales.

i ——————————————— v—— S——

Se utilizé la misma técnica cromatogrédfica que en las con-
diciones in vivo (apartado B.l.a.6.).

Asimismo, el contaje de la radiactividad exhibida por las
distintas fracciones se efectué siguiendo las mismas indicaciones
que en los estudios in vivo.

B.2.b. Actividad HMG-ColA reductasa

B.2.b.1. Preparacién del sustrato marcado y del estandar interno

En 1la determinacién de la actividad HMG-CoA reductasa se
empleé como sustrato [3-14C]HMG-CoA con una radiactividad especi-
fica inicial de 29 pCi/pmol. El1 contenido de la ampolla se disol
vié en tampén fosfato potésico 0.05 M pH 5.8 a fin de obtener una
disolucién de 5 pCi/ml y 0.17 mM, que se mantuvo a -20°C.

Debido a que se utilizé una disolucién de dicho sustrato
2 mMy 2 pCi/ml -lo que proporciona una actividad especifica de
1 pCi/umol-, fue necesario afiadir la cantidad adecuada de HMG-CoA
no marcado.

Por otra parte, para cuantificar la recuperacién del pro-
ducto, se dispuso un estéandar interno de [2-3H]mevalonolactona
que contiene aproximadamente 0.2 pCi/ml. Se conserva a -20¢°C.
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B.2.b.2. Determinacién de la actividad

Se adoptd el método de Shapiro y co0l.(1974), modificado
por Alejandre y col.(1981) segin se describe a continuacién.

Una vez obtenidas las fracciones microsomales de los teji-
dos a estudiar -procedimiento de Dugan y col.(1972)-, se resuspen
dieron en el volumen apropiado de tampén fosfato potésico con pro
tectores y se conservaron a 4°C hasta su utilizacién.

Para 1la reaccién enzimitica, se dispuso 0.1 ml de dicha
suspensién microsomal en tubos Eppendorf de polietileno provistos
de tapén y se preincubaron a 37°C durante 5 minutos. Transcurri-
do este tiempo, se inicié la reacciédn propiamente dicha por adi-
cién de 25 pl de la solucién de HMG-CoA 2mM -preparada como se
describié en el apartado anterior- Yy de 25 pl de un sistema rege
nerante de NADPH (que contiene 4.5 umol de glucosa-6-P, 0.3 U.I.
de glucosa-6-P deshidrogenasa y 0.45 pmol de NADP en dicho volu-
men del mismo tampén utilizado para la obtencidén de las suspensio
nes microsomales). En el volumen final de reaccién, por tanto,
el sustrato se encuentra a concentracién 0.33 mM y 0.33 uCi/ml.
Los tubos -una vez cerrados- se agitaron bien Y se incubaron du-
rante 30 minutos a 37¢C.

Finalizado el tiempo de incubacién, la reaccién se detuvo
afladiendo 25 pl de HCl 10N. En ese mismo momento, se agregéd el
estandar interno de [2-?H]mevalonolactona -referido en el aparta
do anterior- en un volumen adecuado para que contenga entre 6 y
10 veces mé&s c.p.m. que las debidas al {3-t4C]lmevalonolactona,
producto de dicha reaccién enzimatica. Una vez m&s se taparon y
agitaron los tubos, manteniéndose otros 30 minutos a 37°C para la
completa lactonizacién del MVA sintetizado.

Al final, se centrifugaron dichos tubos durante 1 minuto a
10000 x g con objeto de sedimentar las proteinas -precipitadas a



-131-

consecuencia de la acidificacién del medio- y evitar asi su inter
ferencia en el posterior desarrollo cromatogréfico que constituye
la etapa de aislamiento del producto de la reaccién.

En dicha etapa, se procedié a la separacién -mediante cro
matografia en capa fina- de la mevalonolactona originada, para lo
cual se dispusieron sobre placas activadas de silicagel 60G mues-
tras alicuotas de 0.1 ml del sobrenadante resultante de la Gltima
centrifugacién. Se desarrollaron totalmente en una mezcla
benceno-acetona 1:1 (vol/vol), raspéndose a continuacién la zona
de placa delimitada por los Rf 0.38 - 0.7 (correspondiente a 1la
mevalonolactona) sobre viales de medida que contenian 10 ml de 1i
quido de centelleo con la siguiente composicién:

PPO 79
Dimetil POPOP 0.3 ¢
Naftaleno 100 g
Dioxano 1000 ml

Dichos viales se agitaron bien y se midié su radiactividad
en el contador de centelleo, utilizéndose un programa adecuado de
doble marcado.

B.2.c. Actividad PPMVA descarboxilasa

B.2.c.1. Obtencién del sustrato radiactivo
Para determinar la actividad descarboxilasa del MVA, se
empledé (R,S)-[1-14C]mevalonolactona como sustrato, cuya actividad

especifica inicial fue de 6 uCi/pmol.

En su preparacién, se disolvié el contenido del vial -jun
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to con la cantidad apropiada de mevalonolactona no marcada- en un
volumen adecuado de solucién de KOH (en exceso respecto de los
equivalentes de &cido existentes), manteniéndose a 37°C durante
30 minutos. E1 MVA asi obtenido, presentd una concentracién 2 mM
Yy 1.8 pCi/ml -lo que proporciona una radiactividad especifica de
0.92 uCi/pmol-, guardéndose a 4°C hasta su utilizacién.

B.2.¢.2. Método de determinacién

Se siguié 1la técnica descrita por Ramachandran Yy Shah
(1976), modificada por Gonz&lez-Pacanowska Yy co0l.(1984) tal y co-
mo se describe a continuacién.

Después de la centrifugacién diferencial pertinente, se ob
tuvieron las preparaciones enzimaticas -sobrenadantes de la efec
tuada a 105000 x g-, que constituyeron las muestras a ensayar una
vez diluidas convenientemente, a fin de que contengan la concen-
tracién proteica adecuada.

Para la reaccién se utilizaron matraces cénicos con cierre
perforable hermético y provistos de un pocillo central. En el
compartimento principal (exterior a dicho pocillo), se pipeted
0.75 ml de tampén fosfato potasico 0.1 M PH 7.4 -que contenia
3.5 uymol de ATP-, 50 pl de ClzsMg 0.1 M, 50 pl de la solucién de
[1-t4C]mevalonolactona 2 mM -preparada segin se describe en el
apartado anterior- y 150 pl de la muestra enzimética correspon-
diente. Al final resulta, por tanto, una concentracién de sustra
to 0.1 mM y 0.09 pCi/ml.

Una vez cerrados, los matraces se incubaron durante 30 mi-
nutos a 37¢2C, con un ritmo de aproximadamente 70 agitaciones por
minuto. Al cabo de este tiempo, se inyecté a través del tapén
0.5 ml de H2SO4 5N, para detener la reaccién Y provocar el des-
prendimiento del CO: -en estado gaseoso- del medio de incubacién.
Al mismo tiempo, también se inyecté dentro del pocillo 0.4 ml de
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solucién de NaOH 3N, sobre la que se fue absorbiendo dicho COz du

rante 60 minutos en continua agitacién.

Finalmente, se tomaron muestras alicuotas de 0.1 ml del
contenido del pocillo que se introdujeron en viales de medida con
10 ml del siguiente liquido de centelleo:

PPO 2 g

POPOP 0.02 g
Tolueno : 1500 ml
Metanol 500 ml

Tras una vigorosa agitacién, se mididé su radiactividad en
contador de centelleo liquido utilizando un programa adecuado pa-

ra 14C.

Asimismo, se comprobdé la recuperaciédn del 14CO: obtenido
durante todo el proceso mediante el empleo de un adecuado estan-
dar externo de Na!4COszH.
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B.3. ESTUDIOS SOBRE LA FUNCION TIROIDEA

B.3.a. Alteraciones del estado normotiroideo : tratamientos
ensayados

Con la finalidad de inducir experimentalmente alteraciones
en el estado normotiroideo de los animales, fueron éstos someti-
dos a los distintos tratamientos que se describen en esta parte
de la presente Memoria.

B.3.a.1. Seleccién y marcado de los animales

Una vez recibidos de la granja suministradora, los pollos
recién nacidos fueron pesados, seleccionandose los del mismo peso
corporal. A continuacién se procedid a su clasificacién en dos
tandas o grupos: controles y tratados. A fin de facilitar su
identificacién durante el periodo en que son sometidos a trata-
miento, fueron marcados con etiquetas adheridas a las patas y en
las que figuraban todos los datos relativos a su namero de orden,
grupo, dosis administrada y duracién del tratamiehto.

Una vez etiquetados, la totalidad de los animales seleccipo
nados como controles y tratados se dispusieron juntos en la jaula
de la cémara de cria, a fin de que en todo momento se encontrasen
en idénticas condiciones, permitiéndoseles el libre acceso a la
comida y bebida.

B.3.a.2. Obtencién de los distintos preparados

Los compuestos que constituyen los distintos tratamientos
a que fueron sometidos los animales, se prepararon como se descri
be a continuacién.
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(1) L-Tiroxina(L-Ts4)

Es la 3,3',5,5'~tetraiodo-L-tironina, wutilizada al
estado de sal sbédica pentahidratada.

Debido a su baja solubilidad en agua, fue preciso
disolverla en un medio alcalino tal como la "solucién salina béa-
sica", que se preparé solubilizando la cantidad adecuada de NaOH
en solucién salina fria, para que resultase una concentracién
0.02 N en dicho 4lcali. A partir de ella, se obtuvo una solucién
de tiroxina cuya concentracidén resultante -una vez ajustado el pH
hasta 8.5 con ClH- fue de 1 mg/ml. Asi preparada, constituydé la
denominada "solucién madre" que se mantuvo a -20°C hasta su
utilizacién.

(2) L-Ts

Es la 3,5,3'-triiodo-L-tironina, empleada al estado
de sal sédica.

Al igual que la T« es muy poco soluble en agua, por
lo que se disolviéd en la misma "solucidén salina bésica" preparada
en el apartado anterior, -

En este caso, se prepard a una concentracién de
0.05 mg/ml -tras haber ajustado el pH a 8.5- y se reservd congela
da a -209C, constituyendo la "solucién madre" de dicha hormona.

(3) PTU
Es el 6-n-propil-2-tiouracilo.
Compuesto poco soluble en agua, debe disolverse en
la misma "solucién salina bésica" que los anteriores.
La concentracién resultante -una vez ajustado el pH
hasta aproximadamente 8.5- fue de 4.5 mg/ml.
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B.3.a.3. Administracién de los preparados

La administracién de los distintos preparados se llevé a
cabo siempre mediante inyeccién Gnica y diaria durante todo el
periodo de tratamiento, cuya duracién y dosis ensayadas se
describen a continuacién.

Ante todo se aclararé que, para los preparados de L-T4 y
PTU se opté por la via intraperitoneal, puesto que en muchos
casos fue necesario inyectar animales a partir de los 3 dias de
vida, edad a la cual existe una dificultad manifiesta para la uti
lizacién de la otra modalidad -subcuténea en la zona del cuello-,
adoptada en 1la administracién de L-T: y PTU a pollos de mayor
edad.

* La L-T« se administrd, pues, intraperitonealmente, a
dosis dnicas de 10, 30 y 50 ug por 100 g de peso corporal y dia,
durante periodos de 3 y 7 dias de duracién. El volumen de cada
inyeccién fue de 0.2 ml, por lo que la "solucidn madre" correspon
diente -obtenida segin se describié en el apartado B.3.a.2.(1)-
tuvo que diluirse convenientemente con solucién salina, a fin de
que en dicho volumen final existiesen las referidas cantidades de
tiroxina.

A los animales considerados "controles" se les inyecté un
volumen semejante del mismo disolvente que sus respectivos trata-
dos.

* La L-Ts, por su parte, se utilizé via subcuténea a dosis
Unicas de 5 y 10 pg por cada 100 g de peso corporal y dia,
durante 7 dias consecutivos y en pollos de tres edades distintas:
15, 30 y 60 dias. Teniendo en cuenta que el volumen inyectado
fue de 0.2 ml, 1la "solucién madre" de L-T; se diluyé con el
volumen apropiado de solucién salina, para que existiesen 1las
dosis referidas en cada inyeccién.

Los correspondientes "controles" fueron inyectados con
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igual volumen de disolvente similar al de los animales sometidos
a tratamiento.

* El tratamiento con PTU se administré tanto por inyeccién
intraperitoneal como subcut&nea, dependiendo de la edad de los
animales. Con los de 11 a 15 dias se llevaron a cabo los experi-
mentos en condiciones in vivo, utilizé&ndose una dosis Gnica de
1 mg por 100 g de peso corporal y dia, durante dos periodos de
5 y 10 dias consecutivos. En los ejemplares de mayor edad -15,
30 y 60 dias-, se inyecté asimismo una dosis Gnica de 1 mg por
cada 100 g de peso corporal y dia, a lo largo de 7 dias ininte-
rrumpidamente, comprob4dndose los efectos producidos en condicio-
nes in vitro. '

En ambos casos, la solucién de PTU empleada fue la que se
prepardé como se indica en B.3.a.2.(3), inyectindose en cada caso
el volumen correspondiente a las cantidades ensayadas del compues
to en cuestién. '

Asimismo, y como animales control, se inyectaron pollos
con un mismo volumen de idéntico vehiculo al utilizado en los co-
rrespondientes tratados.

B.3.b. Determinacién de los niveles de hormonas tiroideas
circulantes

Para constatar si se ha producido alteraciédn alguna en la
funcién tiroidea de los animales -como consecuencia de los distin
tos tratamientos a que fueron sometidos-, se llevé a cabo la de-
terminacién cuantitativa de la tasa de hormonas tiroideas circu-
lantes en muestras de suero, mediante una técnica altamente sensji

ble: el radioinmunoensayo.
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B.3.b.1l. Extraccién de las muestras

Previamente al momento del sacrificio, los animales fueron
radpidamente anestesiados por inhalacién de vapores de éter
etilico, procediéndose a realizar una incisién en la piel que
dejé al descubierto la zona inguinal. Después de diseccionar una
pequefia 4&rea de la capa muscular externa del muslo, prdéxima a
dicha zona, se hizo visible el tramo superior de la vena femoral.
Mediante jeringuillas desechables de polietileno mantenidas a 0°C
Y ligeramente heparinizadas -a fin de reducir al méximo el riesgo
de hemélisis, asi como la posible obturacidén de la aguja de que
va provista-, se llevdé a cabo la extraccién de aproximadamente
1 ml de sangre por puncién de dicha vena. Se vacié la jeringa en
un tubo de vidrio y se dejé en reposo a temperatura ambiente
durante 30 minutos, tiempo suficiente para que se produzca la
retraccién del coé&gulo. A continuacién, se centrifugaron 1los
tubos a 10000 x g, separindose el suero obtenido con ayuda de una
pipeta Pasteur. Dichas muestras de suero se conservan en congela
dor a ~209C hasta el momento de la determinacién.

B.3.b.2. Procedimiento de medida

Los niveles séricos totales de Ts Yy Ta fueron determinados
mediante un radioinmunoensayo en fase sélida, basado en la compe-
tencia -durante un tiempo fijo- entre la hormona marcada con 12871
Y la existente en la muestra, por los centros de unién a un
anticuerpo especifico (anti-hormona). Durante el proceso, se
impidié 1la unién de la hormona a proteinas enlazantes de la
misma, mediante el empleo de agentes bloqueantes.

Como consecuencia de dicha interaccién, se formaron dos
tipos de complejo antigeno-anticuerpo:

a. Uno, con antigeno marcado con 1237 (Ag* -Ac)
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b. Otro, con antigeno sin marcar (Ag-Ac)

La proporcién de complejos marcados estd en funcién de 1la
concentracién presente de antigeno sin marcar (Ag), ya que las
cantidades de antigeno marcado (Ag*) y anticuerpo (Ac) no varian
a lo largo de dicho proceso. En virtud de ello, 1la actividad
debida a esos complejos marcados -una vez eliminado del medio el
exceso de antigeno marcado libre- permitié cuantificar la concen-
tracién de antigeno (hormona) de la muestra, en base a una grafi-
ca de calibrado previamente elaborada.

La metodologia seguida se describe detalladamente y a con-
tinuacién para cada hormona.

(1) Te

El contenido del "kit" utilizado en la determina-
cién de esta hormona es:

* Tubos revestidos de anticuerpo (anti-T«)

* Vial con una solucién tamponada de [128I]Ts¢, cuya
actividad es aproximadamente 0.05 pCi/ml. Contiene los agentes
blogqueantes ya referidos.

* 6 patrones de calibrado, constituidos por 1las
siguientes concentraciones de Tq: 0, 1, 4, 10, 16 y 24 pg/100 ml.

Una vez etiquetados los tubos -6 patrones y 1las
muestras-, se pipetearon en cada uno 25 pl de las correspondien-
tes soluciones de antigeno sin marcar (T«) por duplicado, directa
mente en el fondo de los mismos. A continuacién se afiadié 1 ml
de solucién del antigeno marcado ([!28I]Ts4), agiténdose bien. Se
incubaron los tubos a 379C durante 60 minutos, transcurridos los
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cuales se decantaron cuidadosamente. Por Gltimo, se midié su
radiactividad en el contador durante 1 minuto.

El célculo de las concentraciones de las muestras
se realizé por interpolacién en la recta de calibrado elaborada
con los correspondientes tubos patrén.

(2) Ts

En este caso, el contenido del "kit" es similar al
anterior, excepto la actividad de 1la solucién de [128T]Ts
—que fue de unos 0.03 uCi/ml- y las concentraciones de los patro-~-
nes: 0, 20, 50, 100, 200 y 600 ng/100 ml.

El procedimiento a seguir se diferencia del ante-
rior en el volumen de soluciones patrén y muestra utilizados

-100 pl-, asi como el tiempo de incubacién de 1los tubos:
120 minutos.

El célculo de los niveles de dicha hormona también
se efectué por interpolacién en la recta de calibrado.
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B.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

La totalidad de los resultados experimentales vienen expre
sados como el valor medio ( X ) de entre los encontrados en dis-
tintos animales afectado de su correspondiente error estandar
( E.E. ), y calculados ambos segin las expresiones:

T1Xi On-1

td |
]
t
e}
]

siendo x1 el valor de la muestra, n el nGmero de datos
experimentales y on-1 la desviacién tipica muestral, de expresién

Ti (x1-X)2

n-1

Para la evaluacién de los resultados obtenidos en los dis-~
tintos tratamientos ensayados, se utilizaron los test de signifi-

cacién que se describen a continuacién.

T-Student para muestras independientes

Dadas dos muestras X:1 y X2y (donde i=1l,...,m *y
j=1,...,n2) de dos variables normales de medias p: y uz desconoci
das, para contrastar si son iguales o no, se calculan las medias
( X1 y x2 ) y varianzas (s1 2% y sz 2) de ambas muestras, asi como
el valor Fexp= sS1 2/s23 (debe resultar siempre si 3>s22). Este, se
compara con una Fieox (para ni~2 , nz-2 g.d.l.) de la distribu-
cién de Snedecor, como test de homogeneidad de varianzas previo

al de homogeneidad de medias.
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Puede resultar:
* Que Fexp<Fiox (TEST DE STUDENT)
Se calcula el estadistico texp:
| &% |
Lexp =

ni +nz
s 2

i .n2

siendo s?2:

(n1-1)s12 + (nz-~1)sz 2

s?

ng + nz - 2

Dicho valor texp se compara con una t
(para ni+nz2-2 g.d.1.) de la distribucién de Student.

* Que Fexp>F1o0% (TEST DE WELCH)
Se calcula texp:

| @ -%

texp =

IS1z Sz 2
+
na N2

Y se compara con una t (para f g.d.l.) de
la distribucién de Student.
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El valor de £ es:

s1 2 sz 3% |3
—
ni nz
£ =
(s13/n1)2 (sz2/nz) 2
+
ni -1 nz-1

La existencia de significacién es un indi
cador de la DIFERENCIA ENTRE DICHAS MEDIAS.






V.

RESULTADOS Y DISCUSION






A. EXPERIENCIAS IN VIVO
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A.l. ESTUDIO DETALLADO DEL METABOLISMO DEL ACETATO EN HIGADO,
MUCOSA DUODENAL, RINON Y CEREBRO

Dada la importancia universalmente reconocida del higado
Yy de la mucosa duodenal en la sintesis de colesterol en animales,
se ha estudiado detenidamente la incorporacién de acetato a
lipidos insaponificables totales, asi como su oxidacién a CO: y
HzO0 para 1la obtencién de energia. Del mismo modo, dada 1la
contribucién del rifién al metabolismo del mevalonato -precursor
muy utilizado en la colesterogénesis-, ha parecido oportuno el
estudio del metabolismo del acetato en este 6rgano con el fin de
establecer las comparaciones oportunas entre 1los distintos
tejidos u o6rganos del pollo. Por Gltimo, de acuerdo con 1la
importancia del colesterol como constituyente de los lipidos del
cerebro, Yy en especial de 1las vainas de mielina, se ha
considerado de interés estudiar el metabolismo del acetato en

condiciones préximas a una activa mielinizacién.

A.l.a. Produccién de CO:

A.l.a.l. Bfecto de la dosis de acetato

Se han llevado a cabo una serie de experiencias en las
que se ha determinado la produccién de CO: tras 120 minutos de 1la
inyeccién de diferentes dosis de acetato a pollos de 15 dias. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Como se puede
apreciar, la produccién de CO: por los animales es proporcional a

la dosis de acetato inyectada, al menos dentro de los limites
ensayados (Fig. 1).



-150-

Acetato inyectado COz producido
(umoles) (umoles/120 min)
2 1.194 £ 0.090
4 1.501 £ 0.190
6 2.615 £ 0.267
8 3.142 £ 0.542
10 5.211 + 0.334
15 7.034 £ 0.378
20 9.032 + 1.204
TABLA 1. Efecto de la dosis de acetato inyectada en pollos de

15 dias de edad sobre la produccién de COz en 1la
respiracién. Condiciones in vivo. Los resultados
se eXpresan como el valor medio * E.E. de 1los
obtenidos en 4 animales.
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FIGURA 1

Produccidén de 14C0: en la respiracién tras 120
minutos de la inyeccién de distintas dosis de acetato
en condiciones in vivo. Los resultados se expresan
como el valor medio t E.E. de los obtenidos en 4

animales.
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A.l.a.2. Efecto del tiempo

En las experiencias antes mencionadas, 1los pollos se
sacrificaron a las 2 horas de 1la inyeccién de acetato.
Posteriormente, para precisar 1la evolucién del metabolismo de
dicho sustrato a 1lo largo del tiempo, se inyectaron a 1los
animales 4 pmoles del mismo, midiéndose la produccién de COz2 a
lo largo de un intervalo de tiempo comprendido entre 15 minutos y
12 horas. Como se puede observar en la Tabla 2, la mixima
produccién de CO: tiene 1lugar al cabo de 2 horas tras la
inyeccién, si bien el aumento parece ser lineal tan sbélo durante
los primeros 60 minutos (Fig. 2), para disminuir tras periodos
superiores a las 2 horas. Por otra parte, dicho valor méximo de
COz representa cerca del 50% de la dosis de acetato inyectada, lo
que pone de manifiesto la importancia de este compuesto con fines
energéticos en las condiciones de ensayo utilizadas.

A.l.b. 1Incorporacién a lipidos insaponificables totales

A.1.b.1. Efecto de la dosis de acetato

De acuerdo con las consideraciones anteriores, se ha
estudiado 1la capacidad de incorporacién de acetato a lipidos
insaponificables totales por los principales tejidos colesterogé-
nicamente activos, en funcién de la dosis de sustrato inyectada.
Los resultados descritos en la Tabla 3 ponen de manifiesto que la
produccién de lipidos insaponificables totales es maxima en el
higado, seguido a distancia por la mucosa duodenal, el cerebro y
los rifiones. En cualquiera de los tejidos estudiados se puede
observar una clara proporcionalidad entre la cantidad de acetato
incorporado y 1la inyectada (Fig. 3), al menos dentro de 1los
limites ensayados.
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Tiempo tras la inyeccién CO2 producido

(min) (umoles)
15 | 0.350 + 0.012
30 0.848 £ 0.061
60 1.740 + 0.123

120 1.875 £+ 0.154

240 1.544 £ 0.049

720 1.181 £+ 0.052

TABLA 2. Efecto del tiempo transcurrido sobre la produccién de

COz en la respiracién después de la inyeccidén de 4
umoles de acetato en pollos de 15 dias de edad.
Condiciones in vivo. Los resultados se expresan como

el valor medio_i E.E. de los obtenidos en 5 animales.
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FIGURA 2

Produccién de 14CO: en la respiracién al cabo de
distintos tiempos tras la inyeccién de 4 pymoles de
acetato en condiciones in vivo. Los resultados se

exXpresan como el valor medio + E.E. de los obtenidos
en 5 animales.



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/120 min/g tejido)

Acetato inyectado Higado Mucosa Rifién Cerebro
(pmoles) duodenal
2 2.096 + 0.328 0.378 £ 0.024 0.136 * 0.006 0.188 £ 0.022
4 4.514 + 0.506 0.590 = 0.084 0.442 £ 0.052 0.512 + 0.064
6 6.576 + 0.442 1.452 + 0.012 0.740 £ 0.104 0.642 + 0.002
8 9.140 = 0.304 1.604 = 0.010 0.870 £ 0.098 1.306 £ 0.238
10 8.754 ¢ 2.510 1.632 + 0.082 0.842 * 0.228 1.626 £ 0.156
15 17.808 + 2.186 2.742 + 0.410 1.996 + 0.104 2.140 + 0.264
20 21.910 = 1.710 3.534 + 0.258 1.884 + 0.558 3.476 £ 0.364
TABLA 3. Efecto de la dosis de acetato inyectada sobre su incorporacién a lipidos insaponifi-

cables totales por distintos tejidos de pollos de 15 dias de edad, en <condiciones
in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio + E.E. de los obtenidos en

4 animales.
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FIGURA 3

Incorporacién de acetato a lipidos insaponificables
totales en funcién de la dosis de sustrato inyectada
en condiciones in vivo. Los resultados se expresan
como el valor medio + E.E. de los obtenidos en 4

animales. (®)HIGADO, (O)MUCOSA DUODENAL, (O)RINON,
(W) CEREBRO.



=157~

Si se tiene en cuenta el peso del érgano utilizado, se
puede calcular 1la cantidad de acetato incorporado a lipidos
insaponificables en el érgano completo. Como se observa en 1la
Tabla 4, 1las diferencias entre higado y el resto de los érganos
son aun mas acusadas, resultando una incorporacién media al cabo
de 2 horas del 0.39% en higado, frente al 0.011% en rifién vy
0.019% en cerebro.

Estos resultados coinciden plenamente con los obtenidos
por Alejandre y col. (1981) sobre la actividad de la enzima
HMG-Co A reductasa de pollo, punto clave del proceso de coles-
terogénesis en distintos tejidos animales (Siperstein, 1970;
Dietschy y Brown, 1974; Rodwell y col., 1976). Al cabo de 15 dias
de desarrollo posnatal -edad de los pollos utilizados en las
experiencias de esta Memoria- 1la actividad reductasa es muy
elevada en higado, siendo claramente inferior en el resto de los
tejidos (Alejandre y col., 1981), lo cual parece demostrar que la
enzima no estd regulada de una manera coordinada, sino que actua
de acuerdo con el papel desempefiado por cada tejido en 1la

colesterogénesis y de 1la que constituye el principal punto de
control.

Por otra parte, 1la wutilizacidén de mevalonato como
precursor del proceso biosintético en estudio, suministré unos
resultados no del todo coincidentes con 1los anteriores. En
efecto, en experiencias realizadas in vivo, el mevalonato fue
incorporade a inSapcnificables totales mayoritariamente por el
rifiébn -sobre todo cuando se inyectan dosis elevadas de sustrato
(0.2-5 pmoles)-, presentando el higado una capacidad incorpora-
tiva del orden de 3-4 veces inferior (Linares y c¢ol., 1983).
Asimismo, ' el rifién presenta la maxima capacidad para metabolizar
dicho mevalonato por cualquiera de sus rutas, en experiencias
llevadas a cabo in vitro utilizando cortes de los diferentes
tejidos (Aguilera y col., 1982). Esta funcién primordial del

rifibn en el metabolismo del mevalonato circulante y en su



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/120 min/érgano completo)

Acetato inyectado Higado Mucosa Rifién Cerebro
(pmoles) duodenal
2 5.772 £ 0.110 0.246 + 0.008 0.109 + 0.001 0.246 + 0.001
4 15.627 = 0.277 0.599 + 0.002 0.478 = 0.005 0.688 + 0.004
6 23.088 + 0.242 1.131 + 0.001 0.881 + 0.009 0.888 + 0.002
8 36.852 + 0.167 1.686 £ 0.001 1.118 £+ 0.007 1.862 + 0.017
10 27.400 £ 1.375 1.142 + 0.002 0.959 + 0.015 2.216 + 0.016
15 56.754 + 1.198 1.669 + 0.015 1.996 + 0.012 2.782 + 0.020
20 64.459 + 2.174 1.880 £ 0.093 1.888 + 0.039 4.849 * 0.030
TABLA 4. Efecto de la dosis de acetato inyectada sobre su incorporacién a lipidos insaponifi-

cables totales por distintos 6rganos completos de pollos de 15 dias

de edad, en

condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio + E.E.

obtenidos en 4 animales.

de los
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incorporacién a 1lipidos insaponificables, ha sido puesta de
manifiesto también en rata (Hellstrdm y col., 1973; Edmond, 1974;
Edmond y Popjak, 1974;  Raskin y Siperstein, 1976; Wiley y col.,

1977), asi como en

maAs recientemente en

El desvio

cetogénicos ~-también

ratén y conejo (Edgren y Hellstrdm, 1972) y
hombre y mono (McNamara y col., 1985).

metabdélico del mevalonato a compuestos
llamado "shunt" del mevalonato 6 ruta de los

"no esteroles"- se ha estudiado previamente midiendo la cantidad

de 14 COz formado

condiciones estandar,

ruta a una velocidad

a. partir de (R)-[5-t4C]lmevalonato. En
el rifién metaboliza dicho sustrato por esta
50~80 veces mayor que el higado (Aguilera y

col., 1984b). La suplementaciédn de colesterocl al 2% en la dieta

desde 1la eclosién,

produce un fuerte aumento de la ruta

cetogénica en higado, mientras que en rifién no ejerce

pricticamente ningin

efecto (Aguilera y col., 1984a).

Sin embargo, cuando se emplea glucosa o acetato como

precursores en rumiantes jévenes, el higado aparece sbélo como un

contribuyente minoritario a la sintesis de colesterol, siendo el

tejido adiposo e

intestino delgado los principales tejidos

colesterogénicos (Liepa y col., 1978).

Estos resultados plantean el problema de la posible

influencia de la edad y de la especie animal utilizada. En este

sentido, y por referencia exclusiva al pollo como animal de

experimentacién, se

ha demostrado gque durante su desarrollo

embrionario, la incorporacién in vitro de acetato a 1lipidos

insaponificables es

muy superior en cerebro respecto del higado

(Marco y col., 1985), mientras que la incorporacié4n de mevalonato

acontece mayoritariamente en higado (Marco y col., 1986).
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A.1.b.2. Efecto del tiempo

En este apartado se ha estudiado la incorporacién de
acetato a lipidos insaponificables totales en funcién del tiempo
transcurrido después de la inyeccién de 4 pmoles de acetato. Los
resultados de la Tabla 5 demuestran de nuevo que cualquiera que
sea el tiempo considerado entre 15 minutos y 12 horas, 1la mé&xima
incorporacién ocurre en higado. Sin embargo, como se puede
apreciar en la Figura 4, dicho valor maximo se alcanza al cabo de
30 nminutos, 'disminuyendo drésticamente al término de la primera
hora tras la inyeccién.

En el caso de la mucosa intestinal y del cerebro, 1la
incorporacién aumenta hasta los 30-60 minutos manteniéndose
después practicamente constante, mientras que en rifién la
capacidad incorporativa de acetato parece aumentar durante todo
el periodo de tiempo ensayado.

Cuando se calcula la incorporacién a insaponificables
totales en el 6rgano completo (Tabla 6), destaca de nuevo la
capacidad acumuladora del higado, en el cual el valor maximo
alcanzado tras los 30 minutos de 1la inyeccién representa un 0.53%
del acetato suministrado al animal.

A.l.c. Incorporacién a las distintas fracciones insaponificables

Se - ha estudiado la distribucién de la radiactividad del
[1-14Clacetato incorporado a las distintas fracciones de 1los
lipidos insaponificables, separadas por cromatografia en capa
fina. Utilizando los correspondientes patrones, se han
identificado escualeno, lanosterol Yy colesterol. Sin embargo,
como se vera a continuacién, se han observado en diversas
circunstancias otras dos fracciones marcadas -con Re=0.63 y



Tiempo tras

Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/g tejido)

la inyeccién Higado Mucosa Rifién Cerebro

(min) duodenal

15 2.163 £+ 0.333 0.357 £ 0.051 0.122 + 0.008 0.191 £ 0.025

30 5.818 + 0.818 0.770 £ 0.107 0.262 = 0.052 0.375 + 0.017

60 2.785 % 0.362 0.832 £ 0.055 0.307 % 0.046 0.450 % 0.023

120 2.511 % 0.337 0.810 £ 0.144 0.372 + 0.084 0.376 £ 0.016

240 2.379 £ 0.163 0.711 £ 0.191 0.482 = 0.082 0.406 = 0.023

720 1.818 + 0.111 0.670 £ 0.098 0.973 % 0.053 0.405 £ 0.015

TABLA 5. Efecto del tiempo transcurrido después de la inyeccién de 4 pmoles de acetato sobre

su incorporacién a lipidos insaponificables totales por distintos tejidos de pollos
de 15 dias de edad, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el

valor medio + E.E. de los obtenidos en 5 animales.
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FIGURA 4

Incorporacién de acetato a lipidos insaponificables
totales al cabo de distintos tiempos tras la inyec-
cién de 4 umoles de sustrato en condiciones in vivo.
Los resultados se expresan como el valor medio =+ E.E.
de los obtenidos en 5 animales. (@)HIGADO, (O)MUCOSA
DUODENAL, (O)RINON, (m)CEREBRO.



Tiempo tras

Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/érgano completo)

la inyeccién Higado Mucosa Rifién Cerebro

{min) duodenal
15 6.035 + 0.183 0.241 = 0.019 0.137 = 0.001 0.257 + 0.002
30 18.036 + 0.448 0.393 + 0.026 0.277 £ 0.005 0.562 + 0.002
60 8.959 £ 0.198 0.346 + 0.016 0.356 + 0.004 0.616 = 0.002

120 8.706 = 0.185 0.470 + 0.068 0.375 £ 0.008 0.522 += 0.001

240 7.192 £ 0.089 0.453 = 0.057 0.535 + 0.008 0.576 = 0.002

720 6.419 = 0.061 0.435 £ 0.012 0.958 £+ 0.005 0.533 = 0.001

TABLA 6. Efecto del tiempo transcurrido después de la inyeccién de 4 umoles de acetato sobre

su incorporacién a lipidos insaponificables totales por distintos érganos completos

de pollos de 15 dias de edad,

en condiciones in vivo.

Los resultados se eXpresan

como el valor medio * E.E. de los obtenidos en 5 animales.
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Rf <0.22- que también han sido puestas de manifiesto en experien-
cias in vitro tras la incorporécién de (R)-[5-t4C]lmevalonato por
distintos tejidos de pollo. Mediante la incorporacién de éstas y
otras fracciones marcadas por homogenados de higado y rifién de
pollos de distintas edades =-en un trabajo simulté&neo a 1la
presente Memoria (Aguilera y col., 1987a)-, dichas fracciones se
han identificado como 6xido(s) de escualeno y derivados del
lanosterol respectivamente, si bien a esta Gltima se le ha deno-
minado -por su naturaleza- "insaponificables polares” en el
presente trabajo.

El andlisis de 1la incorporacién de acetato a los
distintos 1lipidos insaponificables pone de manifiesto que, en
general, el colesterol es el principal compuesto sintetizado por
los diferentes tejidos de pollo de 15 dias de edad, al cabo de 2
horas de inyeccién del sustrato. Concretamente en el caso del
higado, el colesterol representa més del 95% de los insaponifica-
bles formados, independientemente de 1la dosis de acetato
inyectada, apareciendo pequefios porcentajes de insaponificables

polares y otros intermediarios biosintéticos (Tabla 7 / Fig. 5).

Sin embargo, tanto en mucosa duodenal (Tabla 8 / Fig. 6)
como en rifién (Tabla 9 / Fig. 7), el porcentaje de colesterol
observado 2 horas después de la inyeccién de acetato, incrementa
fuertemente a medida que lo hace la concentracién de sustrato
utilizada, pasando de un 50-60% aproximadamente cuando se
inyectan 2 pmoles a cerca del 100% para 15-20 uymoles de acetato.
En ambos tejidos, el resto de la radiactividad aparece en la
fraccién de 1lipidos insaponificables polares, variando en
proporcién inversa al porcentaje de colesterol y sin que
aparezcan en ningin caso proporciones apreciables de cualquier

otro intermediario.



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Acetato inyectado Escualeno Oxido(s) Lanostercl Insaponificables Colesterol
(umoles) de escualeno polares
2 - 0.09 0.43 3.18 96.30
4 - 0.54 0.74 2.63 96.09
6 - 0.15 0.14 3.88 95.83
8 0.94 0.42 0.34 0.42 | 97.88
10 0.13 0.07 0.17 4.12 95.51
15 0.63 0.06 0.36 0.97 97.98
20 0.74 0.16 0.38 0.55 98.17
TABLA 7. Efecto de 1la dosis de acetato inyectada sobre el porcentaje de 1las diferentes
fracciones de lipidos insaponificables formados en HIGADO al cabo de 120 minutos de
inyeccién, en condiciones in vivo. resultados se expresan como el valor
medio de los obtenidos en 2 experiencias con determinaciones por duplicado en cada

una. Las diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 5

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en HIGADO, en funcién de la
concentracién de acetato inyectada en condiciones in
vivo. Los resultados se expresan‘como el valor medio
de 1los obtenidos en 2 experiencias con determina-

ciones por duplicado en cada una.




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Acetato inyectado Insaponificables Colesterol
{umoles) polares
2 51.77 48.23
4 24.87 _ 75.13
6 27.51 ’ 72.49
8 19.98 80.02
10 19.16 80.84
15 6.81 93.19
20 1.90 98.10
TABLA 8. Efecto de 1la dosis de acetato inyectada sobre el porcentaje de 1las diferentes

fracciones de 1lipidos insaponificables formados en MUCOSA DUODENAL al cabo de
120 minutos de inyeccidn, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como
el valor medio de los obtenidos en 2 experiencias con determinaciones por duplicado

en cada una. Las diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 6

Porcentaje de colesterol(a) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en MUCOSA DUODENAL, en funcién
de 1la concentracién de acetato inyectada en condi-
ciones in vivo. Los resultados se expresan como el
valor medio de los obtenidos en 2 experiencias con
determinaciones por duplicado en cada una.



TABLA 9.

Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Acetato inyectado Insaponificables Colesterol
(umoles) polares
2 35.01 ' 64.99
4 38.78 , 61.22
6 33.01 66.99
8 21.91 78.09
10 18.65 81.35
15 4.77 95.23
20 0.88 99.12
Efecto de 1la dosis de acetato inyectada sobre el porcentaje de 1las diferentes

fracciones de lipidos insaponificables formados en RINON al cabo de 120 minutos de
inyeccién, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio
de 1los obtenidos en 2 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una.

Las diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 7

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en RINON, en funcién de la con~-
centracién de acetato inyectada en condiciones in
vivo. Los resultados se expresan como el valor medio
de 1los obtenidos en 2 experiencias c¢on determina-
ciones por duplicado en cada una.
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Algo semejante ocurre en el cerebro (Fig. 8), si bien en
este caso tienden a observarse pequefias cantidades de lanosterol

en las experiencias realizadas con 15-20 umoles de acetato
(Tabla 10).

A.l.c.2. Efecto del tiempo

La evolucidén de la incorporacién de 4 pmoles de acetato
a las diferentes fracciones de lipidos insaponificables se ha
estudiado entre 15 minutos y 12 horas. Tanto en higado (Tabla 11
/ Fig. 9) como en rifién (Tabla 13 / Fig. 11}, el acefato es
incorporado r4pidamente a colesterol, ya que mas del 90% de 1la
radiactividad recogida en la fraccién insaponificable total se
recupera como colesterol al cabo de 15 minutos, manteniéndose en
niveles semejantes tras 30-60 minutos y disminuyendo a medida que
transcurre el tiempo después de la inyeccién, a la vez que
incrementa el porcentaje de lipidos insaponificables polares. En
el caso del higado y especialmente tras cortos periodos, se
observan pequefias proporciones de 1lanosterol, escualeno Y
6xido(s) de escualeno.

La distribucién de la radiactividad entre las distintas
fracciones insaponificables cambia fuertemente en mucosa duodenal
en funcién del tiempo (Tabla 12). Asi, mientras el colesterol
representa sélo alrededor del 50% a los 15 minutos, este porcen-
taje aumenta durante 1los 30-120 minutos para disminuir
de forma dréstica tras 12 horas al 25% aproximadamente (Fig. 10).
El lanosterol aparece en cantidades apreciables 15 minutos
después de la inyeccidén, desapareciendo posteriormente a la vez
que se incrementa el porcentaje de 1lipidos insaponificables
polares, que llega a ser del 75% al cabo de 12 horas.

Por Gltimo, el cerebro aumenta la formacién relativa de
colesterol a medida que transcurre el tiempo después de la

inyeccién de acetato, aprecidndose cambios inversos en el



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Acetato inyectado Lanosterol Insaponificables Colesterol
(pmoles) polares
2 - 49.75 50.25
4 - 53.75 46.25
6 - 33.82 66.18
8 - 12.61 87.39
10 -- 21.62 78.38
15 2.84 15.04 82.12
20 5.48 9.08 85.44
TABLA 10. Efecto de 1la dosis de acetato inyectada sobre el porcentaje de 1las diferentes

fracciones de lipidos insaponificables formados en CEREBRO al cabo de 120 minutos de
inyeccién, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio
de 1los obtenidos en 2 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una.

Las diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 8

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en CEREBRO, en funcién de 1la
concentracién de acetato inyectada en condiciones in
vivo. Los resultados se expresan como el valor medio
de 1los obtenidos en 2 experiencias c¢on determina-
ciones por duplicado en cada una.




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables
Tiempo tras

la inyeccién Escualeno Oxido(s) Lanosterol 1Insaponificables Colesterol

(min) de escualeno polares

15 2.47 1.48 3.17 1.76 91.12

30 1.67 0.16 1.35 2.86 93.96

60 0.32 0.20 0.52 3.81 95.15
120 0.21 0.20 0.32 8.65 90.62
240 -- 0.06 0.29 9.55 90.09
720 - -— 0.24 23.52 75.96

TABLA 11. Efecto del tiempo transcurrido después de la inyecciédn de 4 Hmoles de acetato sobre
el porcentaje de las diferentes fracciones de lipidos insaponificables formados en
HIGADO, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio de 2
experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre
dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 9

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en HIGADO, al cabo de distintos
tiempos tras la inyeccién de 4 pmoles de acetato en
condiciones in vivo. Los resultados se expresan como
el valor medio de los obtenidos en 2 experiencias con

determinaciones por duplicado en cada una.




TABLA 12.

Tiempo tras

Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

la inyeccién Lanosterol Insaponificables Colesterol
{min) polares
15 26.23 18.54 55.23
30 15.96 3.98 ‘ 80.06
60 - 9.99 90.01
120 -—= 19.26 80.74
240 -—- 33.88 66.12
720 —— 75.90 24.10

Efecto del tiempo transcurrido después de la inyeccién de 4 umoles de acetato sobre
el porcentaje de las diferentes fracciones de lipidos insaponificables formados en
MUCOSA DUODENAL, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor
medio de 2 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las
diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 10

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en MUCOSA DUODENAL, al cabo de
distintos tiempos tras la inyeccidén de 4 umoles de
acetato en condiciones in vivo. Los resultados se
expresan como el valor medio de los obtenidos en 2

experiencias con determinaciones por duplicado en
cada una.



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables
Tiempo tras

la inyeccién Insaponificables Colesterol
{(min) polares
15 5.67 94.33
30 10.17 89.83
60 9.85 90.15
120 16.54 83.46
240 18.92 81.08
720 29.01 70.99

TABLA 13. Efecto del tiempo transcurrido después de la inyeccién de 4 Hmoles de acetato sobre
el porcentaje de las diferentes fracciones de lipidos insaponificables formados en
RINON, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio de 2
experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre
dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 11

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponifica
bles totales formados en RINON, al cabo de distintos
tiempos tras la inyeccién de 4 pmoles de acetato en
condiciones in vivo. Los resultados se expresan como
el valor medio de los obtenidos en 2 experiencias con

determinaciones por duplicado en cada una.
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porcentaje de lipidos insaponificables polares (Fig. 12). 8é6lo
para tiempos pequefios -15 a 30 minutos- aparecen proporciones
apreciables de lanosterol (Tabla 14).

El conjunto de resultados recogidos en los dos ultimos
apartados pone claramente de manifiesto que en higado, el
porcentaje de radiactividad correspondiente a la fraccién del
colesterol es superior al 90% en todas las condiciones ensayadas,
salvo después de 1las 12 horas de inyeccién que desciende hasta
el 75%. Como se discutiréd posteriormente, el porcentaée es mucho
menor cuando la incorporacién de acetato se estudia in vitro en
cortes de tejido, si bien el colesterol aparece siempre como el
principal insaponificable sintetizado por el higado a partir de
acetato.

En la mucosa duodenal, 1la formacién de colesterol se
relaciona de una manera inversa a la de los lipidos
insaponificables polares, observandose para pequefias cantidades
de acetato un mayor acumulo de estos intermediarios, 1lo que
parece indicar 1la no saturacién de 1los sistemas enzimaticos
implicados en las Giltimas etapas de la ruta colesterogénica para
concentraciones bajas de sustrato, Y por tanto wuna menor
velocidad en la sintesis del colesterol. Asimismo, la
observacién de lanosterol sélo pocos minutos después de la
inyeccién de acetato puede interpretarse como una cierta lentitud

© dificultad de estas Gltimas etapas biosintéticas en la mucosa
intestinal.

Algo semejante parece ocurrir en el cerebro, donde
también se acumula lanosterol cuando la incorporacién se estudia
poco tiempo después -15 a 30 minutos- de la inyeccién de acetato.

En cuanto al rifién, el colesterol es siempre el
principal insaponificable sintetizado a partir de acetato, sin

que se observen en ningin caso mas intermediarios que los



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Tiempo tras

la inyeccién Lanosterol Insaponificables Colesterol
(min) polares
15 ' ' 18.23 31.57 50.20
30 5.32 29.03 : 65.65
60 - 24.66 75.34
120 ‘ - 15.86 84.14
240 - 19.04 80.96
720 -——- 9.67 90.33

TABLA 14. Efecto del tiempo transcurrido después de la inyeccidén de 4 pmoles de acetato sobre
el porcentaje de las diferentes fracciones de lipidos insaponificables formados en
CEREBRO, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio de
2 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre

dichos wvalores no exceden del 20%.
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FIGURA 12

Porcentaje de colesterol(a) y de lipidos insaponifica
bles polares(A) dentro de la fraccién de insaponificag
bles totales formados en CEREBRO, al cabo de distin-
tos tiempos tras la inyeccién de 4 pmoles de acetato
en condiciones in vivo. Los resultados se expresan
como el valor medio de los obtenidos en 2 experien-
cias con determinaciones por duplicado en cada una.
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insaponificables polares. Estos resultados difieren considerable-
mente de los encontrados in vitro como se verd posteriormente, en
cuyo caso el escualeno y el lanosterol aparecen en proporciones
considerables. Asimismo, el mevalonato es incorporado principal-
mente a escualeno por cortes de rifién de pollo (Aguilera y col.,
1983). Esta elevada capacidad renal para acumular escualeno a
partir de mevalonato, ha sido encontrada también en otras
especies animales (Edgren y Hellstrdm, 1972; Hellstrdm y col.,
1973).
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A.2, EVOLUCION DIURNA DEL METABOLISMO DEL ACETATO

Se ha descrito en otras especies animales la existencia
de variaciones diurnas en la incorporacién de acetato a esteroles
en diversos érganos, principalmente higado (Back y col., 1969;
Dugan y col., 1972; Edwards y col., 1972; Bortz y Steele, 1973) e
intestino (Shefer y col., 1973). Asimismo, parecia existir una
cierta controversia sobre la existencia de variaciones semejantes
en 1la incorporacién de mevalonato a esteroles (Slakey y col.,
1972; Bhat y Ramasarma, 1977; Jabalquinto Yy Cardemil, 1980) y que
aparecian generalmente ligadas a las observadas en la actividad
PPMVA descarboxilasa (Bhat y Ramasarma, 1979). Sin embargo,
trabajos recientes llevados a cabo in vivo e in vitro en este
Departamento sobre el metabolismo del (R)-[5-14C]mevalonato,
tanto por la ruta de esteroles como por la ruta cetogénica -cuyos
cambios de actividad a lo largo del dia no se habian estudiado
aun-, pusieron de manifiesto que en higado y rifién de pollos de
16 dias de edad no se aprecia la existencia de un ritmo diurno en
el metabolismo del mevalonato por cualquiera de las rutas
estudiadas, ni en los valores de actividad PPMVA descarboxilasa
(Gonz4lez-Pacanowska y col., 1985).

Por otra parte, también en este Departamento se habia
demostrado 1la existencia de variaciones diurnas en la actividad
HMG CoA reductasa de higado e intestino de pollos de 11 dias
de edad (Ramirez y col., 1984), pero no en la de recién nacidos
también en dichos Organos (Ramirez Yy col., 1982). En los casos en
que tal ritmo era observable, las actividades maximas aparecian
hacia la mitad del periodo luminico, es decir, existia un
ritmo invertido respecto al previamente descrito en rata
(Randutsch y Saucier, 1969; Back Yy col., 1969; Shapiro y Rodwell,
1969; Edwards y Gould, 1974), 1lo cual estd de acuerdo con los
distintos hébitos alimenticios de los correspondientes animales.

Por todo ello, parecid oportuno efectuar el estudio de
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las posibles variaciones a lo largo del dia del metabolismo del
acetato en pollo, tanto respecto a la produccién de COz como a su
incorporacién a lipidos insaponificables.

A.2.a. Produccién de CO:

En una primera serie de experiencias, se ha estudiado 1la
produccién de COz en la respiracién 30 minutos después de 1la
inyeccién de 4 pmoles de acetato, sacrificando los animales a las
6.00 y 15.00 h. Este estudio se ha efectuado tanto en pollos
recién nacidos como de 15 dias de edad. Los resultados obtenidos
se expresan en la Tabla 15, pudiéndose observar que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores
encontrados a ambas horas en pollos recién nacidos, mientras que
si se aprecian tales diferencias en pollos de 15 dias.

A la vista de estos resultados, se programaron otras
experiencias en las que los animales -de 15 dias- se sacrificaron
cada 3 horas y en todos los casos 30 minutos después de 1la
inyeccién de 4 umoles de acetato. Las cantidades de CO:
producidas en tales condiciones se presentan en la Tabla 16. Como
se puede apreciar, aparecen variaciones estadisticamente signifi-
cativas entre 1los valores obtenidos a las 6.00 y 15.00 h,
observandose niveles intermedios al resto de las horas ensayadas.
La representacién gréfica de tales variaciones pone de manifiesto
la existencia de un claro ritmo diurno, con un méximo hacia 1la
mitad del periodo luminico y un minimo ligeramente desplazado del
punto medio del periddo de oscuridad (Fig. 13). Tales cambios son
aproximadamente paralelos a los que exhibe la produccién de calor
en la misma especie animal (McLeod y Lewitt, 1984).

o
o

3
Y
\;



TABLA 15.

COz producido

(pumoles/30 minutos)

Hora del dia Pollos recién nacidos Pollos de 15 dias
06.00 1.347 £ 0.164 0.942 = 0.104
15.00 1.615 £ 0.075 1.686 £ 0.180*

Influencia de la hora del dia sobre la produccién de COz en 1la respiracién a partir
de 4 pmoles de acetato inyectados a pollos recién nacidos Yy de 15 dias de edad, en
condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor medio * E.E. de los
obtenidos en 4 animales. *Diferencia significativa (p<0.01) respecto del valor
obtenido a las 06.00 horas.



TABLA 1l6.
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COz producido

Hora del dia (pmoles/30 nin)
09.00 : 1.429 £ 0.015
12.00 1.452 + 0.081
15.00 1.751 £ 0.186*
18.00 1.409 £ 0.054
21.00 1.399 = 0.005
00.00 1.410 £ 0.026
03.00 1.227 + 0.102
06.00 0.867 + 0.098

Influencia de la hora del dia sobre la producciédn
COz en 1la respiracién, a partir de 4 uymoles
acetato inyectados a pollos de 15 dias de edad

de
de

en

condiciones in vivo. Los resultados se expresan como
el valor medio * E.E., de los obtenidos en 3 animales.

*Diferencia significativa (p<0.01l) respecto del valor

obtenido a las 06.00 horas.
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FIGURA 13

Evolucién diurna de la produccién de CO: en la respi-
racion después de 30 minutos de la inyeccién de 4
Hmoles de acetato a pollos de 15 dias, en condiciones
in vivo. Los resultados se expresan como el valor
medio * E.E. de los obtenidos en 3 animales.
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A.2.b. Incorporacién a lipidos insaponificables totales

De un modo semejante a lo descrito en el apartado
anterior, se ha estudiado la incorporacién de acetato a lipidos
insaponificables totales en higado y mucosa duodenal de pollos
recién nacidos y de 15 dias, sacrificados a las 6.00 y 15.00 h en
los 30 minutos siguientes a la inyeccién de 4 umoles de acetato.
Como se pone de manifiesto en la Tabla 17, no existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos a ambas horas ni en
higado ni en mucosa duodenal de pollos recién nacidos, mientras
que en los de 15 dias si aparece una capacidad de incorporacién
significativamente superior a las 15.00 h en ambos tejidos.

De acuerdo con estos resultados, se ha estudiado 1la
incorporacién de acetato por distintos tejidos de pollos de 15
dias, sacrificando 1los animales cada 3 horas y en todos los
casos, 30 minutos después de la inyeccién de 4 pmoles de acetato.
Como se observa en la Tabla 18, ni en rifién ni en cerebro existen
diferencias significativas a las distintas horas ensayadas,
mientras que en higado y mucosa duodenal aparecen valores maximos
a las 15.00 h, aprecidndose asimismo en el caso del higado un

minimo a las 6.00 h y sélo pequefios cambios en mucosa duodenal
(Fig. 14)

Estos resultados concuerdan con los obtenidos previa-
mente por Ramirez y co0l.(1982) sobre la evolucién diurna de la
actividad HMG CoA reductasa de pollos de 9 dias. A esta edad,
cuando ya se han estabilizado los hébitos alimentarios de los
animales, la actividad reductasa hepédtica presenta un méximo a
las 15.00 h ¥y un minimo sobre las 3.00 h. Como puede comprobarse
por tanto, y a pesar de la enorme variabilidad de 1los datos
obtenidos en 1la produccién de insaponificables por el higado,
ésta presenta un gran paralelismo con 1la evolucién de 1la
actividad reductasa.



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales
(nmoles/30 min/g tejido)

Pollos recién nacidos Pollos de 15 dias
Hora del dia Higado Mucosa duodenal Higado Mucosa duodenal
06.00 2.706 £ 0.367 2.150 £ 0.610 1.957 + 0.525 0.356 * 0.064
15.00 2.503 £ 0.476 2.256 + 0.562 4.842 + 0.314» 1.347 + 0.248b

TABLA 17.

Influencia de 1la hora del dia sobre la incorporacién de 4 pmoles de acetato a
lipidos insaponificables totales por HIGADO y MUCOSA DUODENAL de pollos recién naci-
dos y de 15 dias, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el valor
medio * E.E. de los obtenidos en 4 animales. aDiferencia significativa (p<0.001)
respecto del valor obtenido a las 06.00 horas. PpDiferencia significativa (p<0.01)

respecto del valor obtenido a las 06.00 horas.




Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/30 min/g tejido)

Hora del dia Higado Mucosa duodenal Rifién Cerebro
1
09.00 2.350 = 0.596 0.227 = 0.001 0.135 + 0.005 0.340 + 0.051
12.00 3.697 + 0.320 0.138 + 0.020 0.120 %+ 0.008 0.264 = 0.050
15.00 4.728 + 0.1892 1.011 £ 0.153® 0.141 % 0.002 0.298 + 0.022
18.00 3.143 + 0.600 0.250 + 0.066 0.168 + 0.038 0.198 + 0.025
21.00 2.805 + 0.108 0.249 = 0.057 0.170 £ 0.025 0.268 + 0.037
00.00 2.208 + 0.049 0.267 + 0.075 0.165 + 0.010 0.220 * 0.050
03.00 2.052 * 0.331 0.296 = 0.040 0.150 * 0.045 0.245 * 0.035
06.00 1.665 + 0.192 0.283 * 0.057 0.149 £ 0.012 0.251 + 0.003
TABLA 18. Influencia de 1la hora del dia sobre la incorporacién de 4 pmoles de

lipidos insaponificables totales

pollos de 15 dias de edad,

el wvalor medio %

E.E.

por HIGADO,

MUCOSA DUODENAL,

en condiciones in vivo.

de los obtenidos en 3 animales.

(p<0.001) respecto del valor obtenido a las 06.00 horas.

(p<0.01) respecto del valor obtenido a las 06.00 horas.

RINON y CEREBRO de
Los resultados se expresan como

apDiferencia

acetato

significativa

bpiferencia significativa
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FIGURA 14

Evolucién diurna de la incorporacién de acetato a
lipidos insaponificables totales por HIGADO(® ),
MUCOSA DUODENAL(O), RINON(O) y CEREBRO(N) de pollos
de 15 dias de edad, en condiciones in vivo. Los
resultados se expresan como el valor medio * E.E. de
los obtenidos en 3 animales.
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En cuanto a la incorporacién por la mucosa duodenal,
también se aprecia a "las 15.00 h un méximo -aunque no tan
acusado- gque coincide con el de la actividad reductasa en dicho
tejido, mientras que no aparece el minimo previsible a mitad del
periodo de oscuridad. Algo semejante ocurre con 1la reductasa,
pudiendo explicarse este hecho por la existencia de restos de
alimento en la molleja del pollo y su posible consumo durante la
oscuridad, 1lo cual determina que la mucosa duodenal experimente
un aporte casi continuo de alimento aunque el animal no 1lo
ingiera durante dicho periodo vy, por 1lo tanto, ni la
incorporacién de acetato a lipidos insaponificables ni la
actividad reductasa presentan variaciones significativas durante
la etapa oscura. '

Como ya se expuso anteriormente, la capacidad de
incorporacién de acetato a insaponificables totales en rifién vy
cerebro no presenta cambios significativos respecto a la hora del
dia considerada, comporténdose de nuevo de un modo précticamente
similar a la actividad HMG CoA reductasa.

Un Gltimo aspecto merece la pena discutir en este
apartado. La incorporacién de acetato por la mucosa duodenal
-exXpresada en nmoles/ 30 minutos/ g tejido- es inferior en pollos
de 15 dias respecto de la existente en recién nacidos, tanto a
las 6.00 h como a las 15.00 h. Una vez mis, existe un estrecho
paralelismo entre la sintesis de insaponificables totales y la
HMG CoA reductasa, ya que la actividad especifica de esta enzima
tiende a disminuir en dicho tejido del pollo a partir de 1la
primera semana tras la eclosién (Alejandre y col., 1981).
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A.2.c. Incorporacién a las distintas fracciones de insaponifi-
cables

Al igual que en experiencias anteriores, se ha determi-
nado 1la evolucién diurna de los porcentajes de radiactividad del
acetato incorporado a las distintas fracciones insaponificables
en los cuatro tejidos estudiados. Como se puede apreciar en la
Tabla 19, y a cualquier hora que se considere, el colesterol es
-con diferencia- el principal insaponificable sintetizado en el
higado, si bien tienden a apreciarse ligeras variaciones a 1lo
largo del dia -especialmente un minimo a las 6.00 h que coincide
con el encontrado para los totales producidos en dicho érgano-
tal y como se observa en la Fig. 15 . A todas las horas
estudiadas aparecen pequefios porcentajes de escualeno, éxido(s)
de escualeno y lanosterol, con valores muy bajos vy sin
variaciones diurnas acusadas, por lo que no se han representado
en dicha Fig. 15 . Sin embargo, el porcentaje de insaponificables
polares —aunque no es extremadamente elevado- si presenta
variaciones a lo largo del dia, que de nuevo se muestran inversas
a las del colesterol, con un méximo a las 6.00 h.

Los resultados obtenidos en mucosa duodenal parecen ser
sumamente interesantes, ya que los porcentajes de colesterol y de
lipidos insaponificables polares -las dos tunicas fracciones
observadas- experimentan profundas e inversas variaciones a 1lo
largo del dia (Tabla 20), con un maximo muy acusado del
colesterol en la fase luminosa (m4s del 90%) -coincidiendo asi
con el maximo de insaponificables totales-, mientras que en la
fase oscura ambos porcentajes tienden a igualarse (Fig. 16).

Variaciones similares se observan en rifién (Tabla 21),
aunque en este Organo las fluctuaciones son m&s acusadas pues el
porcentaje de colesterol disminuye hasta el 15-20% en 1la fase
oscura, aumentando sensiblemente en ésta la proporcién de insapo-
nificables polares (Fig. 17).



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Escualeno Oxido(s) Lanosterol Insaponificables Colesterol
Hora del dia de escualeno polares
09.00 - 0.78 0.97 8.42 89.83
12.00 1.11 0.94 : 2.46 5.27 90.22
15.00 1.50 0.31 1.08 4.09 93.02
18.00 1.28 0.20 1.95 7.25 89.32
21.00 1.51 0.89 1.16 8.55 87.89
00.00 1.45 1.21 1.18 9.49 86.67
03.00 0.53 3.20 1.76 12.51 82.00
06.00 -- 1.17 1.08 20.39 77.36
TABLA 19. Influencia de la hora del dia sobre el porcentaje de las diferentes fracciones de

lipidos insaponificables formados en HIGADO después de 30 minutos de la inyecciébn de
4 umoles de acetato, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el
valor medio de 3 experiencias. Las diferencias entre dichos valores no exceden del
20%. |
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FIGURA 15

Evolucién diurna del porcentaje de colesterol(A) y de
lipidos insaponificables polares(A) formados en
HIGADO en condiciones in vivo. Los resultados se

eXpresan como el valor medio de los obtenidos en 3
experiencias.



TABLA 20.

Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Insaponificables Colesterol
Hora del dia polares
09.00 8.47 91.53
12.00 2.26 97.74
15.00 7.67 ‘ 92.33
18.00 28.82 71.18
21.00 56.69 43.31
00.00 54.83 45.17
03.00 53.85 46.15
06.00 48.69 51.31

Influencia de 1la hora del dia sobre el porcentaje de las diferentes fracciones de
lipidos insaponificables formados en MUCOSA DUODENAL después de 30 minutos de 1la
inveccién de 4 uymoles de acetato, en condiciones in vivo. Los resultados se
expresan como el valor medio de 3 experiencias. Las diferencias entre dichos

valores no exceden del 20%.
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FIGURA 16

Evolucién diurna del porcentaje de colesterol(A) y de
lipidos insaponificables polares(A) formados en
MUCOSA DUODENAL en condiciones in vivo. Los
resultados se expresan como el valor medio de 1los
obtenidos en 3 experiencias.



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Insaponificables Colesterol
Hora del dia : polares
09.00 29.14 70.86
12.00 34.96 65.04
15.00 © 40.86 59.14
18.00 78.26 21.74
21.00 VND VND
00.00 83.51 16.49
03.00 73.95 26.05
06.00 62.67 37.33

TABLA 21. Influencia de 1la hora del dia sobre el porcentaje de las diferentes fracciones de
lipidos insaponificables formados en RINRON después de 30 minutos de la inyeccién de
4 uymoles de acetato, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el
valor medio de 3 experiencias. Las diferencias entre dichos valores no exceden del

7 20%. VND= valores no disponibles.




Porcentaje relativo

Evolucién diurna del porcentaje de colesterol(a) y de
lipidos insaponificables polares(A) formados en RINON
en condiciones in vivo.
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Por 1ultimo, en el caso del cerebro (Tabla 22) no
aparecen diferencias claramente significativas entre los valores
obtenidos a las distintas horas del dia, observandose en todas
ellas un 65-80% de colestercl y valores muy inferiores de
insaponificables polares, siendo aun menores los de lanosterol
(no representados en la Fig. 18).

Aunque, en general, las variaciones en el porcentaje de
colesterol sintetizado coinciden <c¢on 1las observadas en 1los
lipidos insaponificables totales, es de destacar el comporta-
miento del rifién, donde la fraccién de insaponificables polares
aparece en mayor proporcién al principio de la fase oscura y el
porcentaje de colesterol experimenta una simulténea disminuciébn,
a pesar de que los insaponificables totales, en c¢onjunto, no
experimentan cambios apreciables a lo largo del dia. Estos
resultados parecen sugerir 1la existencia de ritmo diurno en
algunas de 1las enzimas implicadas en las Ultimas etapas de 1la
colesterogénesis, concretamente entre los derivados del
lanosterol -denominados hasta ahora insaponificables polares- y
el colesterol. Sin embargo, dicho acumulo de los insaponificables
polares no parece afectar a las enzimas anteriores, ya que la
cantidad de acetato incorporado a insaponificables totales no
disminuye sensiblemente en estas condiciones.

Consideraciones semejantes podrian hacerse para la
mucosa duodenal, si bien el acimulo de derivados del lanosterol

no es tan importante como en el caso del riifién.




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Lanosterol Insaponificables Colesterol
Hora del dia polares
09.00 6.71 26.54 66.75
12.00 9.55 12.93 77.52
15.00 7.14 15.48 77.38
18.00 1.30 29.48 69.22
21.00 4.96 18.70 76.34
00.00 7.62 13.79 78.59
03.00 5.26 21.58 73.16
06.00 6.49 24.70 68.81

TABLA 22. Influencia de 1la hora del dia sobre el porcentaje de las diferentes fracciones de
lipidos insaponificables formados en CEREBRO después de 30 minutos de la inyeccién
de 4 pmoles de acetato, en condiciones in vivo. Los resultados se expresan como el
valor medio de 1los obtenidos en 3 experiencias. Las diferencias entre dichos
valores no exceden del 20%.
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A.3. CONTRIBUCION RELATIVA DE LOS DIFERENTES TEJIDOS AL
METABOLISMO DEL ACETATO A LIPIDOS INSAPONIFICABLES TOTALES

Teniendo en cuenta el diferente comportamiento de los
cuatro tejidos estudiados hasta el momento, en relacién al
metabolismo del acetato, se creyd oportuno ampliar este estudio a
otra serie de tejidos de pollo. Para ello, se determind su
capacidad relativa de incorporacién de acetato a lipidos
insaponificables totales, seleccionando las siguientes
condiciones in vivo: inyeccién de 4 pmoles de acetato a pollos de
15 dias de edad, sacrific&ndolos a las 9.00 h, después de 30
minutos de dicha inyeccién. Los resultados obtenidos se expresan
en la Tabla 23, donde puede apreciarse claramente que los
testiculos presentan la mayor capacidad para sintetizar
insaponificables cuando ésta se representa por gramo de tejido,
obteniéndose valores 1ligeramente superiores a los del higado vy
muy por encima de los correspondientes al pancreas, la médula
espinal, la mucosa duodenal Y todos los demés tejidos ensayados.

La elevada actividad biosintética de 1los testiculos
contrasta con la que presentan cuando se utiliza mevalonato como
sustrato, en cuyo caso dicha actividad es inferior a la del,
higado, mucosa duodenal y misculo liso (Aguilera, 1985 Tesis
Doctoral). Asimismo, es de destacar de nuevo la baja capacidad
del rifién para incorporar acetato, siendo un érgano
mayoritariamente responsable del metabolismo del mevalonato. Los
pequefios niveles de lipidos insaponificables sintetizados por el
corazén y la piel a partir de acetato, coinciden con los obteni-
dos a partir de mevalonato. En cualquier caso, el desprendimiento
medio de CO: en la respiracién, procedente de la degradacién
oxidativa del acetato en las mismas condiciones, fue muy superior
a la incorporacidén a insaponificables :

COz producido = 935.92 + 75.05 nmoles/30 minutos (n=14)

De acuerdo con el peso del tejido estudiado, la cantidad



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

Namero de

% Tejido experiencias ({nmoles/30 min/g tejido) (nmoles/30 min/érgano conmpleto)
HIGADO 12 5.082 + 0.558 | 17.746 + 1.964
MUCOSA DUODENAL 11 0.728 £ 0.093 0.441 £+ 0.030
RINON 11 0.344 £ 0.024 0.437 £ 0.022
CEREBRO 12 0.625 £ 0.040 0.894 = 0.067
MEDULA ESPINAL 5 1.330 + 0.041 0.282 + 0.011
ADIPOSO 6 0.451 £ 0.080 -
PANCREAS 5 1.528 + 0.108 1.027 = 0.030
PULMONES 5 0.365 £ 0.026 0.181 + 0.009
PIEL 6 0.176 + 0.009 -
MUSCULO LISO 6 0.864 * 0.114 —-—=
TESTICULO 5 5.784 = 1.330 : 0.347 £ 0.104
CORAZON 6 0.121 + 0.012 0.087 £ 0.009

TABLA 23. Contribucién de diferentes tejidos de pollos de 15 dias a la incorporacién de 4
pymoles de acetato a lipidos insaponificables totales, en condiciones in vivo.
|
1
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de 1lipidos insaponificables totales sintetizada por el higado
completo es muy superior a la encontrada en el resto de los casos

(Tabla 23), lo cual corrobora una vez mas la importancia de dicho
érgano en el proceso en estudio.



B.

EXPERIENCIAS IN VITRO
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B.1. ESTUDIO DETALLADO DEL METABOLISMO DEL ACETATO EN CORTES DE
HIGADO Y RINON Y EN RASPADO DE MUCOSA DUODENAL

Teniendo en cuenta las diferencias descritas en la

bibliografia para la contribucién de los diferentes tejidos al

metabolismo del mevalonato, segin que las experiencias se
realicen in vivo o in vitro en rata (Edmond y Popjak, 1974;
Righetti y col., 1976), asi como las puestas de manifiesto en

pollo (Aguilera y col., 1982; ULinares y col., 1983), se estimd
oportuno emprender el estudio in vitro del metabolismo del
acetato con objeto de poder establecer las comparaciones
pertinentes con los resultados obtenidos en condiciones in vivo.
Para ello se utilizaron cortes delgados de higado y de rifién, asi
como raspado de mucosa duodenal, dada la dificultad manifiesta
para obtener cortes homogéneos de este tejido. El método empleado
se basbé en el de Righetti y col. (1976) para estudios in vitro
del metabolismo del mevalonato, con 1las modificaciones ya
resefiadas en el apartado de Material y Métodos.

B.l.a. Produccién de CO2

Al igual que en las experiencias in vivo, se ha determi-
nado la produccién de CO2 a partir de acetato, utilizando en este
caso los cortes de higado y rifién asi como el raspado de mucosa
duodenal, estudiando el efecto no sélo de 1la concentracién de
sustrato y del tiempo de reaccién, sino también la influencia de
la cantidad de tejido utilizado.

B.l.a.l. Efecto del peso de tejido

Las experiencias iniciales se desarrollaron en orden a
conocer 1la posible proporcionalidad entre la cantidad de COz
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producido Y el peso de tejido empleado, utilizando una
concentracién de acetato 3 mM y prolongando la reaccién durante
60 minutos. Como puede apreciarse en la Tabla 24, la produccién
de CO: es proporcional respecto al peso de tejido hasta los 100
miligramos en el caso del rifién, y hasta los 150 miligramos en el
higado y la mucosa duodenal (Fig. 19).

Por otra parte, Y para cualquiera de los pesos
utilizados, 1la produccién de CO: es mayor en rifién, seguido por
el higado y la mucosa duodenal.

B.l.a.2. Efecto de la concentracién de acetato

Utilizando cantidades de tejido comprendidas dentro de
los limites de proporcionalidad antes indicados, se ha estudiado
la produccién de COz en funcién de la concentracidén de acetato
(1-12 nmM). De nuevo el rifién muestra mayor capacidad de
produccién de CO: (Tabla 25), sin que tienda a alcanzarse un
nivel constante de la misma para ninguna de las concentraciones
de sustrato ensayadas (Fig. 20).

Sin embargo, en el caso del higado y de 1la mucosa
duodenal si que parece estabilizarse la produccién de CO: frente
a elevadas concentraciones de acetato (8-12 mM).

De acuerdo con estos resultados, normalmente se utilizé
una concentracién 3 mM de acetato en todas 1las experiencias
in vitro.

B.l.a.3. Efecto del tiempo de incubacién

Se ha estudiado 1la produccién de COz por cortes de
higado y de rifién, asi como por raspado de mucosa duodenal, en
reacciones llevadas a cabo in vitro entre 15 Y 120 minutos (Tabla

26) . Como en casos anteriores, el rifién presenta la maxima




COz producido

{umoles/h)
Peso de tejido
{mg) Higado Rifién Mucosa duodenal
50 0.32 + 0.04 1.58 £ 0.25 0.19 + 0.01
100 0.62 £ 0.07 2.80 = 0.21 0.30 £ 0.01
150 1.01 £ 0.21 2.66 + 0.04 0.40 = 0.02
200 1.14 + 0.16 2.85 %+ 0.17 0.42 + 0.01

TABLA 24. Efecto del peso de tejido sobre la produccién de CO: a partir de acetato 3 mM, en
condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio + E.E. de los

obtenidos en 3 experiencias.
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FIGURA 19

Produccién de CO: a partir de acetato 3 mM por CORTES
DE HIGADO(®) y DE RINON(O), y por RASPADO DE MUCOSA
DUODENAL(O), en funcién del peso de tejido utilizado
en condiciones in vitro. Los resultados se expresan
como el valor medio + E.E. de los obtenidos en 3

experiencias.




COz producido
(umoles/h/g tejido)

Concentracidén de acetato

{mM) Higado Rifién Mucosa duodenal
1 2.20 + 0.13 7.61 £ 0.59 1.30 £ 0.08
2 6.14 £ 0.72 13.40 = 0.37 1.93 £ 0.05
3 6.77 £ 0.53 20.64 + 1.18 2.49 * 0.16
4 8.85 + 0.69 27.48 + 1.19 2.54 + 0.02
8 13.51 + 1.61 48.96 + 2.64 2.94 = 0.17
12 15.34 + 1.00 59.32 + 3.09 3.94 £ 0.08

TABLA 25. Efecto de 1la concentracién de acetato sobre la produccién de CO2 en condiciones
in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio + E.E. de los obtenidos en

3 experiencias.
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FIGURA 20

Produccién de CO: por CORTES DE HIGADO(®) y DE RINON
(O0), y por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL (O}, en funcién
de 1la concentracién de acetato en condiciones in
vitro. Los resultados se expresan como el valor
medio * E.E. de los obtenidos en 3 experiencias.



COz producido
(pumoles/g tejido)

Tiempo de incubacién

(min) Higado Rifién Mucosa duodenal
15 0.94 + 0.05 3.10 £ 0.11 0.49 + 0.01
30 2.61 = 0.12 10.36 + 0.47 1.03 £ 0.02
45 3.37 £ 0.24 14.94 + 0.62 1.59 + 0.03
60 4.07 £ 0.25 21.04 + 0.53 2.11 £ 0.09
90 5.62 + 0.31 22.96 * 0.32 3.05 £ 0.12

120 8.23 + 0.33 23.00 + 0.36 4.22 * 0.29

TABLA 26. Efecto del tiempo de incubacién sobre la produccién de COz a partir de acetato 3 mM,
en condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio = E.E. de

los obtenidos en 3 experiencias.
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capacidad de oxidacién del acetato, siendo proporcional 1la
producciébn de COz hasta 1los 60 wminutos para tender a
estabilizarse posteriormente (Fig. 21).

En el caso del higado y de 1la mucosa duodenal, 1la
produccién de CO:z aumenta linealmente con el tiempo de reaccién
ensayado (15-120 minutos). No obstante, y a la vista de 1los
resultados obtenidos en rifién, en adelante las reacciones de
incubacién se mantuvieron sélo durante 60 minutos.

B.1.b. Incorporacién a lipidos insaponificables totales

B.1.b.1. Efecto del peso de teiido

Los resultados obtenidos tras 1la incubacién de acetato
3 mM con cantidades crecientes de cortes de higado y de rifién, y
de raspado de mucosa duodenal, durante un periodo de 60 minutos,
se expresan en la Tabla 27. En ella se puede apreciar gque 1la
incorporacién de acetato a insaponificables totales es mayor
en higado que en los otros dos tejidos, dentro de los mirgenes de
linearidad observados (Fig. 22). En cualquier caso, la produccién
de insaponificables por parte del higado parece presentar limites
de proporcionalidad m4s bajos que en los otros dos casos.

B.1.b.2. Efecto de la concentraciédn de acetato

Se ha estudiado el efecto de 1la suplementacién de
diferentes concentraciones de acetato (1-12 mM) a cortes de
higado y de rifién y a raspado de mucosa duodenal, utilizando
pesos comprendidos dentro de los 1limites de proporcionalidad
antes observados, Yy llevdndose a cabo 1las reacciones de
incubacién durante 60 minutos. La Tabla 28 pone de manifiesto que
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FIGURA 21

Produccidén de CO: a partir de acetato 3 mM por CORTES
DE HIGADO(®) y DE RINON(O), y por RASPADO DE MUCOSA
DUODENAL( O ), en funcién del tiempo de incubaciébn en
condiciones in vitro. Los resultados se expresan
como el valor medio + E.E. de los obtenidos en 3

experiencias.



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/h)
Peso de tejido
(mg) Higado Rifién Mucosa duodenal
50 28.72 * 1.93 3.21 + 0.10 2.72 £ 0.02
100 51.80 + 2.32 5.23 + 0.10 4.83 + 0.04
150 66.27 + 3.24 8.20 + 0.34 5.91 + 0.18
200 60.83 + 4.48 7.87 £ 0.62 5.48 + 0.24

TABLA 27. Efecto del peso de tejido sobre la incorporacién de acetato 3 mM a lipidos insaponi-
ficables totales, en condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor

medio * E.E. de los obtenidos en 3 experiencias.
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FIGURA 22

Incorporacién de acetato 3 mM a lipidos insaponifica-
bles totales por CORTES DE HIGADO(e) y DE RINON(O), ¥y
por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL(O), en funcién del
peso de tejido utilizado en condiciones in vitro.
Los resultados se expresan como el valor medio * E.E.

de los obtenidos en 3 experiencias.




Concentracién de acetato

Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/h/g tejido)

(mM) Higado Rifién Mucosa duodenal
1 275.71 £ 24.25 25.22 + 0.26 27.52 = 0.38
2 536.75 £ 39.76 41.83 + 1.14 38.84 + 1.23
3 764.63 + 35.52 46.25 = 0.77 57.81 + 4.48
4 948.20 %+ 19.68 68.78 + 4.38 57.60 * 7.13
] 1225.71 + 83.62 120.48 + 17.55 72.32 * 5.05
12 1069.16 + 56.90 135.81 + 12.67 87.18 + 2.58

TABLA 28. Efecto de la concentracién de acetato sobre su

cables totales,

medio *+ E.E. de los obtenidos en 3 experiencias.

en condiciones in vitro. L

oS

incorporacién a lipidos

insaponifi-

resultados se expresan como el valor
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en dichas condiciones, la incorporacién a lipidos
insaponificables por cortes hepéticos parece alcanzar un maximo a
concentracién 8 mM de acetato, tendiendo a mantenerse en

niveles précticamente constantes para concentraciones mayores
(Fig. 23).

Como contraste, 1la incorporacién por rifién y por mucosa
duodenal se incrementa de un modo esencialmente lineal con 1la
concentracién de sustrato disponible, si bien 1los valores

alcanzados son muy inferiores a los obtenidos en el higado.
B.1.b.3. Efecto del tiempo de incubacién

Con objeto de complementar las condiciones 6ptimas  para
el estudio de la incorporacién in vitro de acetato a lipidos
insaponificables, se realizaron una serie de experiencias en las
que los cortes y raspado habituales se incubaron con acetato 3 mM
durante diferentes periodos de tiempo (15-120 minutos). Como se
observa en la Tabla 29, 1la cantidad de lipidos insaponificables
totales formados es proporcional al tiempo de incubacibn
ensayado, siendo en cualquier caso claramente superior en higado
que en rifibn o en mucosa duodenal (Fig. 24).

De acuerdo con los resultados parciales recogidos en las
Tablas 24 a 29 se ha establecido una comparacién entre 1la
capacidad exhibida por los diferentes tejidos estudiados para
metabolizar acetato en condiciones in vitro hasta COz y 1lipidos
insaponificables, 1lo que puede resumirse en la Tabla 30. En ella
puede apreciarse c¢émo el higado es el tejido que presenta la
mayor actividad colesterogénica -seguido por el rifién y la mucosa
duodenal (12% y 10%, respectivamente, de la capacidad de
incorporacién hepética)l-, siendo el rifién quien produce COz a
mayor velocidad.




Lipidos insaponificables totales (nmoles/h/g tejido)
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FIGURA 23

Incorporacidédn de acetato 3 mM a lipidos insaponifica-
bles totales por CORTES DE HIGADO(e) y DE RINON(O), ¥y
por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL(O), en funcién de 1la
concentracién de sustrato utilizada en condiciones
in vitro. Los resultados se expresan como el valor

medio * E.E. de los obtenidos en 3 experiencias.



Acetato incorporado a lipidos insaponificables totales

(nmoles/g tejido)

Tiempo de incubacién

{min) Higado Rifién Mucosa duodenal
15 70.35 £ 0.78 34.34 £ 6.36 17.10 £ 1.90
30 191.36 £ 9.36 51.86 + 8.91 32.80 £ 3.20
45 269.70 £+ 3.35 71.67 £ 2.72 47.58 £ 5.02
60 332.38 £ 31.62 92.31 £+ 9.43 55.00 £ 9.50
90 447.58 % 17.46 120.08 + 2.43 84.78 + 7.42

120 598.73 + 4.90 135.29 + 18.96 112.80 + 8.40

TABLA 29. Efecto del tiempo de incubacién sobre la incorporacién de acetato 3 mM a 1lipidos
insaponificables totales, en condiciones in vitro. Los resultados se expresan como

el valor medio + E.E. de los obtenidos en 3 experiencias.
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FIGURA 24

Incorporacién de acetato 3 mM a lipidos insaponifica-

bles totales por CORTES DE HIGADO(®)
por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL(O),
tiempo de incubacién en condiciones
resultados se expresan como el valor
los obtenidos en 3 experiencias.

y DE RIRON(O), y
en funcién del
in vitro. Los
medio + E.E. de




Valores relativos

Produccién de COz /
insaponificables Produccién lipidos
Tejido totales de CO: insaponificables
HIGADO ' 100 24 10.3
RINON 12 100 365.1
MUCOSA DUODENAL 10 10 47.7
TABLA 30. Comparacién de la capacidad para metabolizar acetato

hasta 1lipidos insaponificables y COz por parte del
HIGADO, RIfON y MUCOSA DUODENAL de pollos de 15 dias
de edad en condiciones in vitro.
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Por otra parte, si en cada tejido se comparan ambas
actividades metabélicas se observa que aun siendo siempre la
produccién de CO: superior a la de 1lipidos insaponificables,
dicha proporcién es mucho mayor en rifién, seguida por la mucosa
duodenal y el higado.

La maxima capacidad sintetizadora de insaponificablés
exhibida por el higado de pollos de 15 dias concuerda con las
diferencias encontradas en 1los mismos tejidos estudiados con
respecto a la actividad HMG-Co A reductasa, enzima limitante de
la colesterogénesis: el higado muestra una actividad reductasa
del orden de unas 10 veces superior a las observadas en mucosa
duodenal y rifién (Alejandre y col., 1981).

Por otra parte, ‘ la baja actividad esterologénica
mostrada in vitro por el rifibn a partir de acetato, coincide con
los resultados obtenidos in vivo y contrasta de nuevo c¢on la
maxima importancia de dicho 6érgano en el metabolismo del
mevalonato.

Asimismo, el porcentaje relativo de wutilizacién del
acetato para la sintesis de insaponificables por parte de 1la
mucosa duodenal respecto del higado, estd de acuerdo con la
contribucién proporcional del intestino a 1la sintesis de
colesterol total en el animal, asi como al segregado al plasma
(McIntyre e Isselbacker, 1973; Lutton, 1976).

Respecto de 1la utilizacién de acetato como precursor
colesterogénico en higado, se han descrito algunas limitaciones
que apuntan hacia un aumento del "pool" citosbélico de acetil CoA
destinado para 1la sintesis de colesterol, provocado por el
[1-14C]Jacetato, pero no que se encuentre en equilibrio con el
"pool” mitocondrial usado para la cetogénesis (Dietschy y McGarry
1974) . Sin embargo, a pesar de estos y otros errores descritos en
tejidos extrahepAticos usando distintos sustratos marcados con
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14C (Andersen y Dietschy, 1979), 1los resultados presentados en
esta Memoria indican que 1la colesterogénesis -medida conmo
incorporacién de acetato a lipidos insaponificables- es méxima en
higado y muy inferior en rifién y en mucosa duodenal, al menos
durante los primeros estadios de desarrollo posnatal del pollo.

B.l.c. Incorporacién a las distintas fracciones ingsaponificables

Tal como se llevé a cabo en condiciones in vivo, se ha
estudiado in vitro la distribucién de la radiactividad procedente
del acetato -y recuperada como insaponificables totales- entre
las distintas fracciones separadas e identificadas por
cromatografia en capa fina. Dicho estudio se realizé en funcidén
de la concentracién de acetato y del tiempo de incubacién,
utilizando cortes de higado y de rifién, asi como raspado de
mucosa duodenal, en cantidades comprendidas dentro de los limites
de proporcionalidad antes observados.

Con objeto de comprobar el posible efecto de 1la
concentracién de sustrato adicionado, sobre 1los porcentajes de
los diferentes insaponificables, se llevaron a cabo experiencias
en que se utilizaron concentraciones 1-12 mM de acetato. Los
resultados obtenidos en higado se muestran en la Tabla 31, en la
que puede apreciarse cémo el <colesterol es el principal
insaponificable sintetizado, seguido por 1los polares y
observandose pequefios porcentajes de lanosterol, éxido(s) de
escualeno y escualeno. Sin embargo, 1la concentracién de acetato
adicionado no parece influir sobre 1los diversos porcentajes
observados (Fig. 25), obteniéndose un promedio de 57.70% de
colesterol y de 37.82% de insaponificables polares.




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Concentracién
de acetato Escualeno Oxido(s) Lanosterol Insaponificables Colesterol

(raM) de escualeno polares
1 0.81 1.60 2.75 35.37 59.47
2 0.54 1.32 2.32 43.76 52.06
3 0.57 1.40 - 2.14 37.37 58.52
8 1.35 1.51 2.21 34.67 60.26

12 1.30 1.52 1.05 37.93 58.20

TABLA 31. Efecto de la concentracién de acetato sobre el porcentaje de los diferentes lipidos

insaponificables sintetizados por CORTES DE HIGADO, en condiciones in vitro. Los
resultados se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3 experiencias con

determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre dichos valores no
exceden del 20%.
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FIGURA 25

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato por
CORTES DE HIGADO, en funcién de la concentracién de
sustrato y en condiciones in vitro. Los resultados
se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3

experiencias con determinaciones por duplicado en
cada una.
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En el caso de los cortes de rifibn, los porcentajes
encontrados parecen depender de la concentracién de acetato
utilizado (Tabla 32), ya que a concentraciones bajas (1-3 mM) los
porcentajes medios de colesterol e insaponificables polares son
similares -37.02% y 36.62%, respectivamente-, mientras que para
concentraciones superiores (8-12 mM) la proporcidén de colesterol
disminuye -11.05% de promedio- y la de insaponificables polares
aumenta -77.74% de promedio~ (Fig. 26).

En el raspado de mucosa duodenal, los cambios no parecen
ser tan acusados (Tabla 33), si bien presentan signo contrario en
el sentido de que el porcentaje de colesterol medio -39.56%- para
concentraciones bajas de acetato (1-3 mM), aumenta con dicha
concentracién -51.16% de promedio para acetato 8-12 mM). Sin
embargo, los insaponificables polares parecen acumularse en mayor
proporcién ~52.21%~ para concentraciones 1-3mM de acetato,
disminuyendo 1ligeramente -43.44%~ a concentraciones altas de
sustrato (8-12 mM). En cualquier caso, 1los porcent&jes de una y
otra fraccién en este tejido son mucho mas semejantes entre si
que los obtenidos para higado y rifién (Fig. 27).

B.1.c.2. Efecto del tiempo de incubacién

Utilizando una concentracién 3 mM de acetato, se ha
determinado el porcentaje de 1los diferentes insaponificables
sintetizados al cabo de distintos tiempos de incubacién (15~-120
minutos). Los resultados obtenidos en higado (Tabla 34) ponen de
manifiesto . que el porcentaje de colesterol -insaponificable
mayoritario- no parece modificarse en relacién al tiempo de
incubacién (Fig. 28), alcanzando el 54.56% de promedio, valor por
otra parte similar al obtenido para cualquier concentracién de
acetato. Lo mismo puede decirse de 1la fraccién de lipidos
insaponificables polares, cuyo porcentaje no cambia sensiblemente
dentro de los margenes de tiempo ensayados (alrededor del 39%).




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Concentracién
de acetato Escualeno Oxido(s) Lanosterol Insaponificables Colesterol
(mM) de escualeno polares
1 6.73 . 5.70 15.60 26.39 45.58
2 5.50 12.47 15.68 33.32 ‘ 33.03
3 - 8.01 9.38 50.16 32.45
8 - -— 11.32 79.25 9.43
12 - -- 10.94 76.24 12.67
TABLA 32. Efecto de la concentracién de acetato sobre el porcentaje de los diferentes lipidos

insaponificables sintetizados por CORTES DE RINON, en condiciones in vitro. Los
resultados se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3 experiencias con
determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre dichos valores no
exceden del 20%.
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FIGURA 26

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato por
CORTES DE RINON, en funcién de la concentracién de
sustrato y en condiciones in vitro. Los resultados
se expresan como el valor medio de*! los obtenidos en 3

experiencias con determinaciones por duplicado en
cada una.



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Concentracién de acetato Lanosterol Insaponificables Colesterol

{mM) polares
1 8.47 50.30 41.23
2 9.29 51.20 39.51
3 6.94 55.12 37.94
8 3.76 41.19 55.05

12 7.03 45.69 47.28

TABLA 33. Efecto de la concentracién de acetato sobre el porcentaje de los diferentes lipidos

insaponificables sintetizados por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL, en condiciones
in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3
experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las diferencias entre

dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 27

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato por
RASPADO DE MUCOSA DUODENAL, en funcién de 1la
concentracién de sustrato y en condiciones in vitro.
Los resultados se expresan como el valor medio de los
obtenidos en 3 experiencias con determinaciones pori
duplicado en cada una.




Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Tiempo de

incubacién Escualeno Oxido(s) Lanosterol Insaponificables Colesterol
(min) de escualeno pelares
15 1.57 2.25 4.32 46.53 45.33
30 0.42 2.24 4.48 37.58 55.28
60 0.13 1.00 1.38 40.91 56.58
90 1.88 2.26 2.51 37.19 56.16
120 1.30 2.19 3.05 34.00 59.46

TABLA 34. Efecto del tiempo de incubacién sobre el porcentaje de 1los diferentes 1lipidos
insaponificables sintetizados por CORTES DE HIGADO a partir de acetato 3 mM, en
condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio de los
obtenidos en 3 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las

diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 28

Porcentaje de colesterol(a) y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato 3 mM
por CORTES DE HIGADO, en funcién del tiempo de
incubacién y en condiciones in vitro. Los resultados
Se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3

experiencias con determinaciones por duplicado en
cada una.
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Tampoco en el caso del rifién -érgano que se mostraba
dependiente de la concentracién de acetato- cambian los porcen-
tajes de insaponificables observados (Tabla 35), manteniéndose
siempre 1los niveles de colesterol mis bajos que los de insaponi-
ficables polares (Fig. 29).

Por Gltimo, en la mucosa duodenal también predomina la
proporcién de insaponificables polares a cualquier tiempo de
incubacién (Tabla 36), si bien las diferencias respecto al
porcentaje de colesterol no parecen ser tan acusadas como en el
caso del rifién. Ademés, 1los niveles de ambas fracciones no
parecen depender del tiempo de incubacién ensayado (Fig. 30).

Del conjunto de experiencias in vitro sobre la
incorporacién de acetato a los diferentes 1lipidos insaponifi-

cables merecen destacarse, entre otros, los siguientes aspectos.

En primer lugar, el porcentaje de colesterol acumulado
en higado en cualquiera de las condiciones ensayadas, aunque es
mayor que el de cualquier otro insaponificable, no llega nunca a
ser tan elevado como el que se sintetiza en condiciones in vwvivo
en dicho é6rgano -alrededor del 90%-, acumuldndose en cambio una
importante proporcién de insaponificables polares, identificados
como derivados del lanosterol y precursores, por tanto, del
propio colesterol. Esta diferencia parece sefialar que en
condiciones in vitro las Gltimas etapas de la colesterogénesis
hepidtica pueden verse dificultadas, circunstancia que no acontece
in vivo al ser el acetato réapidamente incorporado a colesterol.

Por otra parte, y tanto en higado como en rifibn, 1los
porcentajes de escualeno y su(s) 6xido(s) no son tan elevados
como los obtenidos a partir de mevalonato -especialmente en caso
del rifién (Aguilera y col., 1983)-, aungque si superan a los

producidos en condiciones in vivo a partir de acetato.



Tiempo de

Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

incubacién Escualeno Oxido(s) Lanosterol Insaponificables Colesterol

(min) de escualeno polares
15 - 0.84 1.50 73.69 23.97
30 - 1.50 4.73 66.49 27.28
60 3.39 3.42 3.52 59.91 29.76
90 2.78 1.16 3.02 67.01 26.03

120 3.45 1.68 3.61 64.66 26.60

TABLA 35. Efecto del tiempo de incubacién sobre el porcentaje de los diferentes lipidos

insaponificables sintetizados por CORTES DE RINON a partir de acetato 3 mM, en
condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio de los
obtenidos en 3 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las
diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 29

Porcentaje de colesterol(A) y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato 3 mM
por CORTES DE RINON, en funcién del tiempo de
incubacién y en condiciones in vitro. Los resultados
se expresan como el valor medio de los obtenidos en 3

experiencias con determinaciones por duplicado en
cada una.



Porcentaje de diferentes lipidos insaponificables

Tiempo de incubacién Lanosterol Insaponificables Colesterol

{(min) polares
15 - 59.94 40.06
30 4.70 57.74 37.56
60 5.93 61.39 32.68
90 7.91 56.77 35.32

120 5.98 49.99 44.03

TABLA 36. Efecto del tiempo de incubacién sobre el porcentaje de 1los diferentes lipidos

insaponificables sintetizados por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL a partir de acetato
3 mM, en condiciones in vitro. Los resultados se expresan como el valor medio de
los obtenidos en 3 experiencias con determinaciones por duplicado en cada una. Las

diferencias entre dichos valores no exceden del 20%.
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FIGURA 30

Porcentaje de colestérol(ﬁﬂ y de lipidos insaponifi-
cables polares(A) dentro de la fraccién de insaponifi
cables totales incorporados a partir de acetato 3 mM
por RASPADO DE MUCOSA DUODENAL, en funcién del tiempo
de incubacién y en condiciones in vitro. Los
resultados se expresan como el valor medio de los
obtenidos en 3 experiencias con determinaciones por

duplicado en cada una.
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Tampoco en la mucosa duodenal se observan mas interme-
diarios que los insaponificables polares y el propio colesterol,
lo que contrasta con los resultados obtenidos en células aisladas
de intestino de rata, donde después de 2 horas de incubacién
aparece un 29% de la radiactividad del [1-t4Clacetato como
escualeno en las células de las vellosidades y un 19% en las de
las criptas (Strandberg y col., 1981), wvalores claramente
superiores a 1los encontrados en esta Memoria para la mucosa
duodenal de pollo.

Un Gltimo aspecto es interesante resaltar. Mientras que
la incorporacién de acetato a insaponificables totales es
proporcional al tiempo de incubacién ensayado en 1los tres
tejidos, el porcentaje de cualquiera de ellos es independiente de
dicho tiempo -manteniéndose préacticamente constantes a partir de
los 15 minutos-, 1lo que contrasta con las fuertes variaciones
encontradas en las experiencias realizadas in vivo.

En resumen, 1las condiciones utilizadas en los ensayos y
la naturaleza del precursor empleado (acetato o mevalonato)
muestran una marcada influencia sobre la capacidad de sintesis
y/o acumulacidén de los diferentes lipidos insaponificables por el
higado, rifién y mucosa duodenal, lo cual abre un extenso campo a
investigaciones futuras relacionadas con el posible papel
regulador de alguno o algunos intermediarios sobre las diferentes
etapas de la colesterogénesis. En este sentido, recientemente se
ha demostrado en este Departamento que 1los insaponificables
polares -identificados como derivados del lanosterol- producen
una marcada inhibicién de la HMG CoA reductasa, lo que
constituye 1la primera evidencia de dicha inhibicién mediada por
compuestos sintetizados en los propios tejidos, tanto a partir de
acetato como de mevalonato (Aguilera y col., 1987b).




cC. INFLUENCIA DEL ESTADO TIROIDEO
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De acuerdo con la influencia que los niveles de hormonas
tiroideas presentan sobre la sintesis y degradacién del coles-
terocl, se ha estudiado el efecto del 6~n-propil-2-tiouracilo
(PTU), de 1la triiodotironina (Ts) y de la tetraiodotironina o
tiroxina (Ts4) sobre el metabolismo del acetato, estableciéndose
las correspondientes comparaciones respecto a la utilizacién del
mevalonato como sustrato colesterogénico y cetogénico.

En la mayor parte de los casos, se han llevado a cabo
experiencias in vitro e in vivo de acuerdo con las condiciones
especificadas en el apartado de Material y Métodos, y se han
desarrollado solamente en higado y rifién, dada la importancia de
estos érganos en los procesos estudiados.
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c.1l. TRATAMIENTO CON PTU

C.l.a. Experienciasg in vitro

Se han llevado a cabo las reacciones utilizando pollos
de tres edades diferentes -15, 30 y 60 dias~- a los que se inyectéd
subcutaneamente 1 mg de PTU por 100 g de peso y dia, prolongando

el tratamiento durante los 7 dias anteriores a la correspondiente
edad.

Dada la gran variabilidad de 1los datos numéricos
obtenidos y con objeto de facilitar el estudio comparativo entre
los distintos tipos de experiencias vy determinaciones, 1los
resultados se han representado dividiendo los valores medios
obtenidos en los animales tratados por los valores medios en 1los
correspondientes controles, indicando entre paréntesis el némero
de animales utilizados en cada cagb, asi como el g¢grado de
significacién estadistica cuando ésta exista.

C.l.a.l. Efecto sobre 1 peso corporal, del higado y de los

rifiones

Independientemente del aumento debido a la edad, ni el
peso corporal ni el del higado y los rifiones se ven afectados
significativamente por el tratamiento con PTU, en cualquiera de
los dias en que se considere (Tabla 37). Estos resultados
difieren de 1los obtenidos recientemente en rata de distintas
edades (Hahn, 1986), en las que la adicién de 0.05% de PTU en el
agua de bebida produce una significativa reduccién del peso
corporal, tanto en fetos como en ratas de 0-30 dias. Sin embargo,
datos anteriores (Raheja y Snedecor, 1975) parecian indicar que
la edad ejerce una cierta influencia sobre el desarrollo de



TABLA 37.

Edad

(dias) Peso corporal Peso higado Peso rifiones
15 ' 1.119 (6) ~1.007 (6) 1.204 (6)
30 0.906 (6) 1.108 (6) 1.209 (6)
60 1.032 (6) 0.956 (6) : 0.973 (6)

Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre el peso corporal, del higado y de los
rifiones de pollos inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio. Experiencias
in vitro. Los resultados se expresan como la relacidn entre los valores obtenidos
en animales tratados y los correspondientes controles, indicando el numero de

ejemplares entre paréntesis.
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hipotiroidismo por el PTU en pollo, ocurriendo antes y de un modo
mas severo en animales jévenes. En concreto, el peso corporal
resulta disminuido tras una sola inyeccién de 250 pg de PTU a
embriones de 11 dias que se sacrificaron al cabo de 9 dias de
tratamiento, mientras que el peso del higado no se modifica
significativamente (Raheja y Linscheer, 1979). Tampoco Keyes vy
col. (1981) encontraron diferencias significativas en el peso
corporal ni en el de higado en ratas tratadas con PTU durante
1 6 7 dias.

C.l.a.2. Efecto sobre 1los niveles séricos de Ts y Ts

T ———————  —————————tr o

Un tratamiento semejante al descrito anteriormente
determina un aumento muy significativo de los niveles séricos de
Ts en todas las edades ensayadas, si bien dicho aumento es menos
ostensible a medida que se incrementa la edad (Tabla 38). En
cuanto a 1los niveles de T4, el PTU no presenta ningan efecto
significativo, lo que contrasta con el conocido efecto
hipotiroideo del agente en estudio, incluso en embrién de pollo
donde se ha puesto de manifiesto una dristica disminucién de 1los
niveles plasmiaticos de T« (Raheja y Linscheer, 1979). Hay que
destacar, sin embargo, que la mayor parte de los estudios
anteriormente referidos se llevaron a cabo utilizando una sola
inyeccién de PTU, y se han descrito diferencias importantes
cuando el tratamiento se prolonga durante una semana o mas
(Cooper y col., 1983).

C.l.a.3. Efecto sobre el metabolismo del acetato

Se ha estudiado el posible efecto de 1la inyeccién diaria
de PTU sobre la produccién de CO: y de lipidos insaponificables
totales a partir de acetato. Las reacciones in vitro se han
llevado a cabo en las condiciones &ptimas puestas de nmanifiesto
en las experiencias descritas anteriormente: cortes de higado vy

de rifién en cantidades comprendidas en el margen de 1linearidad,




TABLA 38. .

Edad Niveles séricos de hormonas tiroideas

(dias) T3 T4
15 1.496 (5)= 1.089 (5)
30 1.209 (4)° : 0.971 (5)
60 1.116 (3)¢° 1.310 (3)*

_Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre los niveles séricos de Ts r T4 en

pollos inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio para experiencias in vitro.
Los resultados se expresan como en la Tabla 37. * jindica una variacién superior al
20% entre valores obtenidos en idénticas condiciones, 1lo cual determina que 1las

diferencias no sean estadisticamente significativas. a p<0.001 P p<0.01 ¢ p<0.05
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incubados durante 60 minutos en presencia de acetato 3 mM.

Ni en cortes de higado ni de rifién, 1la inyeccién previa
durante 7 dias de PTU induce cambios significativos en 1la
produccién de CO: a partir de acetato (Tabla 39). Asimismo, 1la
incorporacién de dicho sustrato a lipidos insaponificables
totales por cortes hepdticos y renales no se ve afectada
significativamente por el PTU (Tabla 39). Estos resultados son, a
primera vista, contrarios a los esperados, dada la conocida
disminucién de la colesterogénesis acontecida en ratas
hipotiroideas (Dugan y Porter, 1976). Concretamente, Fletcher Y
Myant (1958) demostraron que la sintesis de colesterol a partir
de acetato por cortes de higado disminuia en un 80% después de la
tiroidectomfa, mientras gque no se afectaba a partir de mevalo-
nato. Asimismo, Boyd (1959) demostré en ratas hechas hipo-
tiroideas por tratamiento con tiouracilo, gue la colesterogénesis
hepatica a partir de acetato era sélo de 2/3 en comparacién con
los niveles normales. Sin embargo, el hipotiroidismo se encuentra
normalmente acompafiado por un aumento en los valores de
colesterol sérico, discrepancias que tienden a ser explicadas en
base a una accién simultanea de las hormonas del tiroidesy sobre
la degradacién del colesterol (Mathé y Chevalier, 1976; Miiller y
Seitz, 1984). Los resultados expresados en la presente Memoria
podrian explicarse por la falta de correlacién observada entre el
tratamiento con PTU y 1la concentracién sérica de hormonas
tiroideas, responsables en Gltimo extremo del efecto colestero-
génico. En cualquier caso, dada asimismo la variabilidad de los
datos obtenidos, serian necesarias nuevas experiencias para poder
concretar aun més el posible efecto del tratamiento con PTU sobre
la colesterogénesis a partir de acetato en pollo, asi como
incidir en el conocimiento del efecto gque la duracién del
tratamiento y 1la edad del animal pueden presentar sobre dicho
proceso metabdlico.



Incorporacién a lipidos

Produccién de CO: insaponificables totales
Edad
(dias) Higado Rifién Higado Rifién
15 0.918 (3) 1.011 (3) 1.045 (3) 0.892 (3)
30 1.066 (3) 0.984 (3) 0.838 (3)* 1.238 (3)*
60 0.873 (3) 1.114 (3) 0.794 (3) 0.839 (3)*

TABLA 39. Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre la produccién de CO: y de 1lipidos
insaponificables totales a partir de acetato y en condiciones in vitro, por CORTES
DE HIGADO y DE RINON de pollos inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio.

Los resultados se expresan comc en las Tablas 37 y 38.
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Teniendo en cuenta que las hormonas del tiroides parecen
afectar a la sintesis del colesterol a partir de acetato pero no
de mevalonato (Fletcher y Myant, "1958), se han realizado
experiencias paralelas a las descritas en el apartado anterior
pero utilizando (R)-[5-!4C]mevalonato como precursor y estudiando
su conversién en 14C0z -indice de la ruta cetogénica- o su
transformacién en lipidos insaponificables totales (medida de 1la
ruta colesterogénica). Como se puede observar en la Tabla 40, la
produccién de CQ: in vitro a partir de mevalonato, tanto en
higado como fundamentalmente en rifién, disminuye de una manera
estadisticamente significativa por tratamiento con PTU, a pesar
de las grandes variaciones observadas en la mayor parte de 1los
valores numéricos obtenidos. La disminucién puesta de manifiesto
en pollos de 60 dias no es tan acusada como a los 15 y 30 dias,
lo cual puede sugerir una cierta disminucién de la respuesta a
medida que avanza la edad del animal, de un modo semejante a lo
descrito por Rahéja y Snedecor (1975) respecto a diferentes
parametros modificados por el estado tiroideo. De cualquier
forma, estos resultados parecen demostrar una disminucién de la
ruta cetogénica del mevalonato, confirmando 1los resultados
obtenidos por Feingold y col. (1980) en rata, si bien estos
autores sugieren que la citada disminucién se debe a un efecto
téxico directo del PTU, sin que se pueda afirmar rotundamente que
el hipotiroidismo per se altera el metabolismo del mevalonato
circulante por dicha via. Los resultados que se presentan en esta
Memoria estarian de acuerdo, al menos parcialmente, con esta
hipétesis, ya que al no producir este tratamiento con PTU en el
pollo una disminucién de las hormonas tiroideas en sangre, el
descenso de la ruta cetogénica no puede relacionarse con cambios
en los niveles séricos hormonales.

En cuanto a la incorporacién del mevalonato in vitro a
lipidos insaponificables, el tratamiento durante una semana con



Produccién de CO:

Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

Edad

(dias) Higado Rifién Higado Rifién
15 0.348 (3)a 0.568 (3)b* 0.665 (3)* 0.899 (3)*
30 1.115 (3) 0.511 (3)b~* 1.131 (3) 0.912 (3)*
60 VND 0.956 (3)° 0.760 (3)* 0.857 (3)*

TABLA 40. Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre la produccién de CO2 y de lipidos
insaponificables totales a partir de mevalonato y en condiciones in vitro, por
CORTES DE HIGADO y DE RINON de pollos inyectados durante 7 dias antes de su

sacrificio. Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38. a  p<0.001

b p<0.025 VND= valor no disponible
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PTU no produce cambios estadisticamente significativos ni en
cortes de higado ni de rifién, si bien en la mayoria de las
experiencias realizadas se observan valores menores en 1los
animales tratados que en los controles. De nuevo los resultados
aqui presentados coinciden con los obtenidos por Feingold y col.
(1980) en rata, donde la sintesis de colesterol por cortes de
higado no se encuentra afectada por el PTU, mientras que en rifién
disminuye ligeramente aunque no de una manera estadisticamente
significativa.

C.1.b. Experiencias in vivo

Se ha estudiado in vivo el metabolismo del acetato y del
mevalonato en pollos de 15 y 11 dias de edad respectivamente,
sometidos a un tratamiento con PTU mediante inyecciédn subcuténea
diaria de 1 mg por 100 g de peso, durante 5 6 10 dias. En cada
caso, se ha estudiado paralelamente el efecto sobre el peso
corporal de los animales, asi como el de los principales ébrganos
utilizados.

C.1.b.1. Efecto sobre 1 peso corporal, del higado y de los

rifiones

Como se puede apreciar en la Tabla 41, el tratamiento
con PTU durante 5 6 10 dias no produce un efecto significativo
sobre los pesos estudiados en pollos de 11 ni de 15 dias. Estos
resultados confirman 1los obtenidos previamente en condiciones
in vitro y parecen demostrar la falta de un efecto claro de este
compuesto en pollo, tras diferentes periodos de inyeccién.



Edad Tratamiento

{dias) (dias) Peso corporal Peso higado Peso rifiones
11 5 0.933 (7) 0.936 (7) 0.986 (7)
11 10 0.991 (4) 1.057 (4) 0.943 (4)
15 5 1.102 (8) 1.194 (8) 1.001 (8)
15 10 1.092 (7) 1.035 (7) 0.942 (7)

TABLA 41. Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre el peso corporal, del higado y de los
rifiones de pollos de 11 y 15 dias de edad, inyectados durante 5 y 10 dias antes de
su sacrificio. Experiencias in vivo. Los resultados se expresan como en la Tabla
37.
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Utilizando las condiciones optimas puestas de manifiesto
anteriormente para el estudio del acetato in vivo, se han llevado
a cabo wuna serie de experiencias para comprobar el efecto del
PTU. Tal y como se observa en la Tabla 42, la producciédn de CO:
en la respiracién aumenta de una manera significativa en pollos
sometidos a tratamiento durante 5 y 10 dias.

Sin embargo, 1la incorporacién de acetato a lipidos
insaponificables totales no parece verse afectada
significativamente por el PTU. De nuevo los resultados in vivo
coinciden con los obtenidos in vitro, corroborando que 1la
inyeccién de PTU durante 5-10 dias consecutivos no afecta a la
sintesis de insaponificables totales a partir de acetato en
pollo -al menos en las condiciones ensayadas-, contrariamente a
la reduccién observada en otras especies animales sometidas a
tratamientos hipotiroideos (Kritchevsky, 1960).

e ——  — o —————————— i wrp—

El tratamiento continuo con PTU no parece afectar
significativamente a la ruta cetogénica del mevalonato, estudiada
in vivo mediante la produccién de CO:z en la respiracién (Tabla
43). Este comportamiento de pollos machos utilizados en las
experiencias aqui referidas coincide con los hallados por
Feingold y col. (1980) en ratas machos, en las que el tratamiento
con PTU durante un mes no afecta significativamente a esta via
metabélica del mevalonato, mientras que en ratas hembras si se
observa una disminucién significativa al cabo de 6 horas de la
inyeccién de (R)-[5-t4C]lmevalonato. Estas consideraciones
introducen un nuevo factor a tener en cuenta durante la
interpretacién de los presentes resultados. En efecto, parece
existir una marcada diferencia respecto al sexo del metabolismo

del mevalonato circulante, ya que la rata hembra transforma el



Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

Tratamiento Produccién de CO:z
(dias) en la respiracién Higado Rifién
5 1.283 (8)a 0.999 (8) VND
10 1.148 (7)a 0.819 (7)* VND

TABLA 42. Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre la produccién de COz: en la respiracién
y de lipidos insaponificables totales a partir de acetato y en condiciones in vivo,
en pollos de 15 dias de edad inyectados durante 5 y 10 dias antes de su sacrificio.
Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38. a p<0.005 VND= valores no

disponibles



Incorporacién a lipidos
insaponificables totales

Tratamiento Produccidn de CO:
(dias) en la respiracién Higado Rifién
5 1.286 (8)* 0.557 (8)* 0.581 (7)*
10 VND 0.785 (4)* 0.851 (4)*
TABLA 43. Efecto del PTU (1 mg/100 g peso y dia) sobre la produccién de COz en la respiracién

Y de lipidos insaponificables totales, a partir de mevalonato y en condiciones in
vivo en pollos de 11 dias de edad, inyectados durante 5 y 10 dias antes de su
sacrificio. Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38. VND= valor no

disponible
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mevalonato por la ruta cetogénica a una velocidad doble que el
macho de 1la misma especie, mientras que el macho convierte
significativamente mAs mevalonato en colesterol que 1la hembra
(Wiley y col., 1979). En la especie humana, también la hembra
oxida un 68% mas mevalonato a COz que el macho (Feingold y «col.,
1980b) . De comportarse el pollo de un modo semejante, la falta de
efecto del PTU sobre la actividad cetogénica encontrada en 1los
resultados aqui expuesﬁos entraria dentro de la 1légica, siendo
necesario en todo caso ampliar nuestros estudios a pollos recién

nacidos henbras, hasta el momento no utilizados en estas
experiencias.

Por otra parte, la incorporacién in vivo de mevalonato a
lipidos insaponificables totales por el higado y por el rifibn de
pollos machos de 11 dias parece disminuir, especialmente después
de 5 dias de tratamiento con PTU, aunque las grandes variaciones
en 1los valores numéricos obtenidos en los diferentes animales,
hacen que tal disminucién no sea estadisticamente significativa,
a pesar de situarse cerca del 50% de los valores relativos. De
serlo asi, se confirmaria una vez més la modificacién de la ruta
colesterogénica del mevalonato, aunque el comportamiento del
higado y del rifién frente al PTU parece ser practicamente
similar. No obstante, en ratas hechas hipotiroideas con PTU, 1la
sintesis renal de colesterol a partir de mevalonato disminuye un
27% en machos y un 22% en hembras, mientras que no se afecta
significativamente en higado ni en otros tejidos estudiados
(Feingold y col., 1980a).

En conjunto, los resultados obtenidos in vitro e in vivo
parecen demostrar que el tratamiento con PTU afecta al
metabolismo del mevalonato y no sélo al del acetato, como se
venia considerando hasta hace tan sélo pocos afios.
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c.2. TRATAMIENTO CON T4

C.2.a. Experiencias in vitro

Se han wutilizado pollos de 15 dias a los que se
suministré una inyeccién subcuténea de 10 6 50 pug de T4 por 100 ¢
de peso y dia, prolongando el tratamiento durante los 3 6 7 dias

anteriores al sacrificio de los animales.

C.2.a.1. Efecto sobre el peso corporal, del higado y de los

rifiones

El efecto de 1la T« sobre 1los pesos estudiados es
variable de acuerdo con las condiciones del tratamiento. Asi,
mientras que el peso corporal desciende significativamente sélo
tras la inyeccién de 10 pg diarios durante 3 dias, el peso del
higado 1lo hace también solamente tras los mismos dias para una
dosis de 50 ug (Tabla 44). Ninguno de los tratamientos ensayados
afecta significativamente al peso de 1los rifiones. Estos
resultados son dificilmente explicables y, como se verd al
compararlos con los obtenidos in vivo, pueden no tener suficiente
importancia fisiolégica en relacién con la accién hormonal.

C.2.a.2. Efecto sobre el metabolismo del acetato

El tratamiento con 10 ug de T« durante 3 dias incrementa
la oxidacién del acetato a CO: tanto en cortes de higado como de
rifién, si bien dicho aumento es sélo estadisticamente
significativo en el primero de los Organos citados (Tabla 45). Si
el tratamiento se prolonga durante 7 dias, no aparecen
diferencias acusadas respecto a los controles en ninguno de 1los
érganos estudiados.



Tratamiento Peso corporal Peso higado Peso rifiones

10 pg , 3 dias (9) ‘ 0.8828 0.964 0.997

10 uyg , 7 dias (9) 0.934 10.924 0.946
50 ug , 3 dias (12) 0.948 0.8162 0.959

TABLA 44. Efecto de la T« sobre el peso corporal, del higado y de los rifiones de pollos
sacrificados a los 15 dias de edad para experiencias in vitro. Los resultados se
expresan como en la Tabla 37. @ p<0.01



Produccidén de CO2

Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

Tratamiento Higado Rifién Higado Rifién
10 yg , 3 dias 1.371 (6)* 1.121 (6) 1.744 (6)»® 0.366 (6)*
10 pg , 7 dias 1.081 (6) 0.872 (6) 1.136 (6) 1.204 (6)*

TABLA 45.
partir de acetato y en condiciones in vitro,

pocllos de 15 dias. Los resultados se expresan

2 p<0.001 » p<0.025

Efecto de la T4 sobre la produccién de CO: y de lipidos insaponificables totales
por CORTES DE HIGADO y DE RINON de

a

como en las Tablas 37 y 38.
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De un modo paralelo, 1la incorporacién de acetato a
lipidos insaponificables totales incrementa significativamente
tras 3 dias de tratamiento en cortes de higado, mientras que en
el resto de los casos las variaciones no tienen significacién
estadistica, debido a la gran diversidad de valores obtenidos,
especialmente en el caso de los cortes renales. N

Existen muy pocos datos acerca del efecto de 1las
hormonas tiroideas sobre la oxidacién del acetato a €0Oz. Sin
embargo, es conocida 1la accidén colesterogénica de dichas
hormonas, aunque el lugar de actuacién es bastante discutido y su
mecanismo de accién no se ha establecido perfectamente debido al
gran numero de efectores metabélicos que influyen sobre el
proceso colesterogénico, entre los que estas hormonas sdlo pueden
considerarse como un componente mis (Guder y col., 1968; Dugan y
col., 1974). Ya en 1958, Fletcher y Myant demostraron 1la
estimulacién tiroidea -de 2 a 3 veces- de 1la velocidad de
sintesis de colesterol a partir de acetato pero no de mevalonato,
sugiriendo que el punto de actuacién estd 1localizado entre
acetato y mevalonato. Estos mismos autores llegaron a resultados
semejantes utilizando T« y fracciones libres de células de higado
de rata (Fletcher y Myant, 1960). Asimismo, Nejad y Chaikoff
(1963) demostraron que la inyeécién diaria de 3-6 uyg de T4 en
ratas hipofisectomizadas aumentaba la conversién de acetato en
colesterol por cortes de higado hasta niveles 10 veces superiores
a los exhibidos por animales normales. Sin embargo, la
administracién de T4« a animales normales no afectaba a 1la
colesterogénesis hep4tica.

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto que 1la
estimulacién de la incorporacién de acetato a colesterol por Ta
no ocurre en todos los tejidos: 1las glandulas adrenales y el
higado muestran estimulacién de la colesterogénesis, mientras que
en intestino delgado, rifién, testiculos o cerebro no se ha
detectado un efecto significativo (Tsung-Chin y Shih-Chen, 1965).
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Los resultados aqui expuestos estarian de acuerdo con esta
especificidad tisular, si bien no estd demostrado si se trata de
un efecto especifico o de un mero reflejo del incremento
generalizado del metabolismo, provocado por esta hormona. E1
hecho de que también se incremente la oxidacién del acetato a CO:
en higado parece apuntar hacia la segunda de 1las hipétesis
mencionadas.

C.2.a.3. Efecto sobre el metabolismo del mevalonato

A pesar de la hipétesis antes mencionada sobre la no
interferencia en el metabolismo del mevalonato, se han llevado a
cabo reacciones de incubacién de este sustrato por cortes de
higado y de rifién de pollos a los que se habian sometido a
distintos tratamientos con Ta, midiendo en cada caso 1la
produccién de CO: y de lipidos insaponificables totales en 1las
condiciones é6ptimas previamente establecidas.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 46,
donde se puede apreciar cémo la ruta cetogénica del mevalonato en
rifién -medida como su oxidacién a COz- aumenta el doble fdespués
de 3 dias de la inyeccién de 10 6 50 ug de T«, mientras que el
tratamiento prolongado no parece originér cambios signifiéativos.
La situacién en higado es similar a la de rifién para cualquiera
de 1las condiciones ensayadas. Estos resultados difieren de 1los
encontrados por Feingold y col. (1980a) en ratas sometidas a 1la
inyeccién intraperitoneal de 50 pg de T« durante 3 dias, en los
que 1la produccién de COz a partir de mevalonato por cortes
hepdticos y renales no se ve afectada. Sin embargo, el aumento en
la produccién de CO: en rifién por el tratamiento con T« coincide
con la disminucién apreciada por efecto del PTU en pollos de 1la
misma edad y en rata (Feingold y col., 1980a), por lo que puede
sugerirse que la ruta cetogénica del mevalonato en rifién se
modifica segin el estado tiroideo de los animales.



Produccién de CO:

Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

Tratamiento Higado Rifién Higado Rifién
10 yg . 3 dias 1.777 (3)* 2.011 (3)e 1.216 (3) 1.062 (3)
10 yg , 7 dias 0.937 (3) 0.917 (3) 1.545 (3)* 0.988 (3)
50 uyg , 3 dias 0.666 (3)* 2.337 (3)= 1.010 (3) 0.737 (3)*
TABLA 46. Efecto de la T« sobre la produccién de CO:z y de lipidos insaponificables totales a
partir de mevalonato y en condiciones in vitro, por CORTES DE HIGADO y DE RINON de
pollos de 15 dias. Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38.

a p<0.001
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En cuanto a 1la incorporacién de dicho sustrato a
insaponificables totales, 1la inyeccién de T4 durante 3 & 7 dias
no produce variaciones significativas en cortes de higado ni de
rifibn (Tabla 46) si bien los valores numéricos obtenidos varian
ampliamente de una experiencia a otra. De cualquier forma, el
hecho de tratarse de pollos machos sugiere que el metabolismo
renal del mevalonato se vea poco afectado por el tratamiento
hormonal, igual que acontece en rata (Feingold y col., 1980a). Ni
en una especie ni en otra la colesterogénesis hepatica a partir
de mevalonato resulta afectada por la inyeccién de T4, siendo sus
niveles muy inferiores a los obtenidos en cortes de rifién como se

habia observado en experiencias anteriores (Aguilera y col.,
1984b) .

C.2.b. Experiencias in vivo

Se han utilizado pollos de 15 dias a 1los que se
suministré una inyeccién subcuténea diaria de 10, 30 6 50 ug de
Ts durante los 3 6 7 dias anteriores al sacrificio.

C.2.b.1. Efecto sobre el peso corporal, del higado v de 1los
rifiones

La Tabla 47 pone de manifiesto cémo bajo ninguno de 1los
tratamientos ensayados con T4 -distintas dosis y tiempos- los
pesos de los animales ni de sus higados ni rifiones experimentan
cambios significativos, 1lo cual parece indicar que la T4 no
afecta a los mencionados parémetros, mAxime teniendo en cuenta
que los resultados de dicha Tabla son los valores medios de 1los
obtenidos en dos series de experiencias separadas, en las.que se
va a utilizar acetato o mevalonato como precursor.




Tratamiento Peso corporal Peso higado Peso rifiones

10 pg , 3 dias 0.882 (9) 0.839 (9) 0.855 (9)

10 yg , 7 dias 0.934 (9) 1.058 (9) .- 0.972 (9)

30 yg , 3 dias 1.016 (8) 0.967 (6) 1.013 (s6)

30 yg , 7 dias 0.933 (8) 0.978 (6) - 1.027 (6)

50 yg , 3 dias 0.948 (9) 0.909 (9) 1.036 (9)

50 yg . 7 dias 0.915 (9) 0.957 (9) 0.987 (9)
TABLA 47. Efecto de 1la T4 sobre el peso corporal, del higado y de los rifiones de pollos
sacrificados a 1los 15 dias de edad para experiencias in vivo. Los resultados se

expresan como en la Tabla 37.
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La oxidacién in vivo del acetato a COz y su eliminacién
mediante el proceso respiratorio, no varia significativamente por
efecto de 1la administracién subcuténea de T¢ a ninguna de las
dosis -10, 30 6 50 pg- ni de los tiempos -3 6 7 dias- ensayados
(Tabla 48).

Sin embargo, la incorporacién a lipidos insaponificables
parece aumentar en el higado, si bien este aumento es m&s acusado
Y estadisticamente significativo en los tratamientos de 3 dias.
Los cambios exhibidos por el rifibn son enormemente acusados en
ambos sentidos, por lo que no presentan ninguna significacién
estadistica.

No obstante los inconvenientes sefialados -inherentes a
este tipo de experiencias-, se comprueba que a grandes rasgos los
resultados obtenidos in vivo coinciden con 1los encontrados
in vitro, demostrando que la T« ejerce un efecto estimulante del
metabolismo del acetato en pollo cuando se ensaya en tratamientos
no muy prolongados -3 dias-, tanto en su oxidacién a COz como en
su capacidad colesterogénica.

C.2.b.3. Efecto sobre el metabolismo del mevalonato

Tampoco en las experiencias in vivo se observan cambios
significativos en el metabolismo del mevalonato por 1la via
cetogénica, ya que la produccién de 14CO; a partir de (R)-[5-14C]
mevalonato presenta fuertes oscilaciones en ambos sentidos en
todas las condiciones ensayadas, por lo que no puede deducirse un
efecto claro, ni positivo ni negativo (Tabla 49).

Lo mismo puede argumentarse para la incorporacién de
mevalonato a insaponificables totales por parte del higado y del
rifién: los resultados obtenidos son muy variables, por lo que



Produccién de CO:z

Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

TABLA 48.

Tratamiento en la respiracién Higado Rifién
10 uyg , 3 dias 0.917 (6) 1.691 (9)= 0.569 (6)*
10 yg ., 7 dias 1.313 (6)* 1.155 (9)a 1.802 (6)*
30 yg , 3 dias 0.851 (3) 1.182 (3)s8* 2.176 (3)*
30 yg ., 7 dias 1.076 (3) 1.151 (3) 1.219 (3)*
50 uyg , 3 dias 1.203 (6) 1.786 (9)e 0.575 (e6)*
50 yg ., 7 dias 0.870 (6) 0.867 (9) 0.683 (6)*

Efecto de sobre 1la produccién de COz en 1la respiracién y de

insaponificables totales a partir de acetato y en condiciones in vivo,

15 dias.

Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38.

lipidos

en pollos de
8 p<0.05



Incorporacién a lipidos
insaponificables totales
Produccidén de CO2

Tratamiento en la respiracién ' Higado Rifién
10 yg , 3 dias 0.969 (3) 0.685 (3)* 1.150 (3)*
10 yg , 7 dias 1.114 (3) 0.884 (3)* 0.710 (3)*
30 g , 3 dias 0.634 (3)* 0.832 (3)* 0.783 (3)*
30 uyg , 7 dias 1.200 (3)* 0.881 (3)* 1.082 (3)*
50 uyg , 3 dias 1.292 (3)* 0.731 (3)* 0.658 (3)*
50 ng , 7 dias 1.251 (3)* 0.736 (3)* 0.681 (3)*

TABLA 49.

Efecto de 1la T4 sobre 1la produccién de CO: en 1la respiracién y de 1lipidos
insaponificables totales a partir de mevalonato Y en condiciones in vivo, en pollos

de 15 dias. Los resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38.
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parece conveniente continuar con los ensayos in vivo utilizando
un mayor numero de animales y, probablemente, comparando el
comportamiento de animales machos con el de las hembras, asi como
diferentes edades y duracién de los tratamientos.

C.2.c. Estudios a nivel enzimitico

Dada la importancia de la HMG CoA reductasa como enzima
reguladora de 1la colesterogénesis a partir de acetato en muy
diferentes situaciones fisiolégicas (Siperstein, 1970; Rodwell y
col., 1976; Dugan, 1981; Schroepfer, 1981 y 1982), asi como en la
regulacién de la homeostasis del colesterol (Spady y col., 1985),
se estimbé oportuno iniciar en pollo el estudio de la posible
influencia de las hormonas tiroideas sobre su actividad.

Asimismo, y teniendo en cuenta el papel propuesto para
la enzima pirofosfomevalonato descarboxilasa como punto
secundario de regulacién de la colesterogénesis (Jabalquinto ¥y
Cardemil, 1980; Marco y col., 1983; Gonzalez-Pacanowska y col.,
1985 y 1986), se amplid el estudio del efecto de la T« sobre esta
enzima en pollo.

C.2.c.1. Efecto sobre la actividad HMG CoA reductasa

Se han determinado los niveles de actividad HMG CoA
reductasa en higado de animales de 15 dias sometidos previamente
durante 3 6 7 dias a una inyeccién diaria de 50 pg de Ts4. Como
puede observarse en la Tabla 50, ninguno de los tratamientos
ensayados produce un efecto significativo sobre la enzima de
higado. Dicho resultado parece no estar de acuerdo con el aumento
experimentado en la incorporacién de acetato a insaponificables
totales por cortes de higado después de 3 dias de inyeccién de 10
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Actividad HMG-Co A reductasa

Tratamiento Higado Mucosa duodenal
50 yg , 3 dias 0.894 (3) 1.940 (3)p
50 pyg , 7 dias 0.895 (3) 2.024 (3)»
TABLA 50, Efecto de la T4 sobre la actividad HMG-Co A reductasa

de pollos de 15 dias. Los resultados se expresan
como en la Tabla 37. @& p<0.001 * p<0.02
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Hg de T4 o0 en las experiencias in vivo después de 3 dias de 1la
inyeccién de distintas dosis de 1la hormona. Sin embargo,
resultados muy recientes de Amorosa y col. (1984) ponen de
manifiesto wuna falta de correlaciédn entre la respuesta de la
incorporacién de acetato a colesterol y la de la actividad
HMG CoA reductasa, estudiada en cultivos de fibroblastos en
diferentes medios. Incluso més recientemente (Field y col., 1986)
se ha propuesto que los cambios observados en el metabolismo del
colesterol en ratas hipotiroideas o en las mismas ratas tratadas
con T4 durante una semana no pueden explicar el incremento de los
niveles de <colesterol plasmitico observados en el estado
hipotiroideo, por 1lo que deben verse implicados otros factores
tales como cambios en el catabolismo de las lipoproteinas que aun
permanecen sin ser estudiados.

Un Gltimo aspecto merece ser destacado en este capitulo.
En el trabajo de Field y col. (1986) citado, 'se ponia de
manifiesto que 1la HMG CoA reductasa de intestino no se ve
significativamente alterada en el hipotiroidismo, mientras que la
administracién de T4« a ratas hipotiroideés produce un incremento
muy fuerte en dicha actividad, que és muy superior al observado
en la enzima de origen hepatico. Teniendo en cuenta estos datos y
con objeto de comprobar simulténeamente la idoneidad de 1los
sistemas de ensayo utilizados, se ha estudiado el efecto de las
mismas dosis de T4« sobre la reductasa de mucosa duodenal de
pollos de 15 dias. Como se puede apreciar en la Tabla 50, tanto a
los 3 como a los 7 dias tiene lugar un aumento muy significativo
en dicha actividad, lo que viene a confirmar la bondad del método
de ensayo y plantea nuevas incégnitas para futuros trabajos sobre
el papel de estas hormonas en el metabolismo del colesterol en
intestino, tejido que contribuye de un modo importante a la
sintesis y homeostasis de dicho compuesto, y cuya regulacién se
encuentra muy poco estudiada (Shefer y col., 1972; McIntyre e
Isselbacker, 1973; Bochenek y Rodgers, 1979; Sugano y col., 1980)
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C.2.c.2. Efecto sobre la actividad PPMVA descarboxilasa

T ——  S— S —————————i ey e Sttt

Como ya se ha dicho anteriormente, a fin de poder
establecer una cierta correlacién entre la respuesta frente a las
hormonas tiroideas de la incorporacién del mevalonato a lipidos
insaponificables y la actividad de alguna de .las enzimas
implicadas en su regulacién, se estudid el efecto de la T¢ sobre
la PPMVA descarboxilasa utilizando [1-t4C]lmevalonato como
sustrato de 1la reaccién. Las cantidades de 5-fosfomevalonato y
de 5-pirofosfomevalonato -considerados como indice de 1las
actividades mevalonato quinasa y fosfomevalonato quinasa- no
muestran variaciones apreciables en ninguno de los casos
estudiados, por 1lo que 1la cantidad de 14C0O: producido puede
considerarse como un indice apropiado para la expresién de la
actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa, sin necesidad de
tener que utilizar PPMVA como sustrato especifico de la reaccién.

El estudio comparativo de los valores obtenidos en
animales tratados frente a los controles se resume en la Tabla
51, donde puede apreciarse gque no existen modificaciones
significativas por efecto de ninguno de 1los tratamientos
ensayados. Esta falta de influencia de la T« sobre 1la PPMVA
descarboxilasa es semejante a lo observado en la incorporacién de
mevalonato a insaponificables totales, proceso que tampoco puede
verse afectado por la inyeccién de dicha hormona ni in vivo ni
in vitro.
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Actividad PPMVA

descarboxilasa

Tratanmiento Higado Rifién
50 ug , 3 dias 1.008 (4) 0.902 (4)
50 yg , 7 dias 0.929 (3) 0.938 (3)

TABLA 51. Efecto de la T4« sobre la

actividad PPMVA

descarboxilasa de pollos de 15 dias. Los resultados

se expresan como en la Tabla 37.
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C.3. TRATAMIENTO CON Ts

Con objeto de completar una visién general acerca de la
influencia del estado tiroideo sobre el metabolismo del acetato
-y comparativamente del mevalonato- en pollo y dada la importante
accién hormonal de la Ts, se ha estudiado su posible efecto en
los mismos pardmetros analizados en anteriores ensayos,
realizando 1las experiencias solamente en condiciones in vitro en
vista de 1las enormes dificultades puestas de manifiesto en
estudios hormonales in vivo.

C.3.a. Experiencias in vitro

Se han ensayado dos dosis diferentes de Ta: 5 y 10 ug/
100 g de peso y dia, mediante inyeccién subcuténea llevada a cabo
diariamente durante 7 dias antes del sacrificio de los animales,
el cual se efectuaba cuando éstos alcanzaron 15, 30 y 60 dias de
edad. Con ello se ha pretendido comprobar el efecto de las
diferentes dosis sobre pollos de distintas edades, a fin de
establecer 1las posibles consecuencias especificas para cada tipo
de tratamiento.

C.3.a.1. Efecto sobre el peso corporal, de higado ¥y e os
rifiones

Independientemente del 16gico aumento de peso con la
edad, el tratamiento con T: induce una disminucién significativa
del peso corporal en los animales mads jévenes -15 dias- pero no
parece afectar a los pollos de 30 & 60 dias (Tabla 52). Dicha
disminucién es m&s acusada cuando se suministra la mayor dosis
(10 pg).



Dosis Edad

(ug) (dias) Peso corporal Peso higado Peso rifiones
5 15 0.947 (8)=a 0.944 (8) 0.976 (8)
10 15 0.861 (8)2 0.894 (8) 0.945 (8)
5 30 0.992 (6) 0.906 (6)e 1.061 (6)
10 30 0.885 (e6) 0.884 (6)a 0.929 (6)
5 60 1.154 (3) 1.182 (3) 1.058 (3)
10 60 0.831 (3) 0.907 (3) 1.018 (3)

TABLA 52. Efecto de 1la Ts sobre el peso corporal, del higado y de los rifiones de pollos
inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio para experiencias in vitro. Los

resultados se expresan como en las Tablas 37 y 38. 2 p<0.05
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Por otra parte, el peso del higado sélo parece disminuir
significativamente en pollos de 30 dias y a 1las dos dosis
ensayadas, mientras que el peso de los rifiones no se altera
apreciablemente bajo ningtn tratamiento.

C.3.a.2. Efecto sobre los niveles séricos de Ts y Ts

El tratamiento con Ts produce un aumento nuy
significativo de los niveles séricos de dicha hormona (Tabla 53)
a las tres edades ensayadas y para ambas dosis. Sin embargo, el
incremento de T: observado en los pollos de 60 dias es nuy
superior al experimentado por los pollos mas jévenes, 1lo cual
puede estar relacionado con los cambios hormonales que acontecen
durante el crecimiento de estos animales. En efecto, aunque los
estudios sobre 1la evolucién de los niveles de 1las hormonas
tiroideas en pollo son fragmentarios y divergentes en muchos
casos (Davison, 1976; Thommes y Hylka, 1977; Bacou y col., 1979),
todo parece indicar que la Ts es cualitativamente minoritaria
respecto de la T4 Y que, mientras ésta no cambia
significativamente entre las 3-9 semanas los niveles de T

experimentan un descenso del 50% aproximadamente (Chiasson Y
Combest, 1979).

Los resultados en pollos controles aqui exXpuestos
coinciden, a grandes rasgos, con lo argumentado anteriormente, si
bien los valores numéricos encontrados para la T« se asemejan més
a los descritos por Bacou y col. (1979) que a los de Chiasson y
Combest (1979). De cualquier forma, el hecho de que los niveles
de Ts: tiendan a disminuir con la edad, puede explicar la mayor
sensibilidad o respuesta frente a la inyeccién repetida de T: por
parte de los pollos de 60 dias. Asimismo, es de destacar que el
efecto observado a cada edad es semejante para todas 1las dosis
ensayadas.

Por otra parte, el tratamiento con T: determina una




Niveles séricos de hormonas tiroideas

Dosis Edad
(ng) {dias) T3 Ta
5 15 2.014 (5)a 0.518 (5)r
10 15 2.497 (5)e 0.459 (5)b
5 30 1.501 (5)e 0.677 (4)°
10 30 1.588 (5)2 0.492 (4)?b
5 60 6.379 (3)e VND
10 60 5.406 (3)a 0.722 (3)c

TABLA 53. Efecto de la T: sobre los niveles séricos de T: y T« en pollos inyectados dQurante 7
dias antes de su sacrificio para experiencias in vitro. Los resultados se expresan
como en la Tabla 37. @ p<0.001 P p<0.005 ¢ p<0.001 VND= valor no disponible
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disminucién significativa de 1los niveles séricos de T4, Que
parece ser del mismo grado en las tres edades y para las
diferentes dosis ensayadas. Resultados similares se obtuvieron en
rata (Keyes y «col., 1981) y revelan que el incremento en la
concentracién sérica de Ts produce una inhibicién "feedback" de
la sintesis endbégena de hormonas tiroideas y, por tanto, el
descenso de los niveles de Ts.

C.3.a.3. Efecto sobre el metabolismo del acetato

La inyeccién subcuténea de Ts durante 7 dias no parece
inducir cambios significativos en la capacidad oxidativa del
acetato a CO: a ninguna de las dosis ni edades ensayadas (Tabla
54). Sin embargo, en los pollos méas joévenes -15 dias- el mismo
tratamiento produce un aumento en la incorporacién de acetato a
lipidos insaponificables totales, aunque es estadisticamente
significativo en los cortes de rifién pero no en los de higado,
debido a las variaciones numéricas observadas. La estimulacién de
la colesterogénesis a partir de acetato ya habia sido puesta de
manifiesto, como se vié anteriormente, hace bastantes afios
(Fletcher y Myant, 1958) en rata; sin embargo en pollo los
estudios son mucho mds recientes y parecen haberse limitado, en
este aspecto, al aumento puesto de manifiesto en 1los niveles
hepaticos de colesterol en animales de 3 dias mediante una sola
inyeccién de Ts: (Perez-Lopez Yy col,, 1984). Dicho aumento es
maximo a las 12 horas de la inyeccién, anuléndose al cabo de 24
horas. La dosis 6ptima de Ts: parece establecerse en 8 pg/ animal,
si bien dosis superiores presentan efectos practicamente
semejantes sobre la colesterolemia.

Estos hallazgos parecen demostrar una marcada diferencia
entre pollo y rata, ya que en esta Gltima especie el efecto
colesterogénico de la T: se mantiene mucho tiempo -hasta 80
horas- (Ness y «c¢ol., 1973), mientras que en pollo desaparece
rdpidamente y se anula a las 24 horas de 1la inyeccién, 1lo cual




Produccién de CO:

Incorporacién a lipidos

insaponificables totales

a

Dosis Edad

(ug) (dias) Higado Rifién Higado Rifién
5 15 1.342 (3) 1.029 (3) 2.360 (3)* 1.220 (3)s

10 15 1.325 (3) 0.970 (3) 1.413 (3)* 1.648 (3)a
5 30 1.009 (3) 1.083 (3) 0.993 (3) 0.828 (3)

10 30 0.916 (3) 0.692 (3)* 1.131 (3) 1.041 (3)=2
5 60 0.861 (3) 1.047 (3) 0.971 (3) VND

10 60 0.740 (3)* 0.844 (3) 0.978 (3) VND

TABLA 54. Efecto de la Tas sobre la produccién de COz y de lipidos insaponificables totales
partir acetato y en condiciones in vitro, por CORTES DE HIGADO y DE RINON de

pollos inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio.

como en las Tablas 37 y 38.

a p<0.001

Los resultados se expresan

VND= valores no disponibles
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podria explicar la falta de una respuesta clara y contundente en
las experiencias in vitro llevadas a cabo en este trabajo.

Por ultimo, conviene destacar que la estimulacién de la
colesterogénesis sbélo se observa en los estudios aqui resefiados
en pollos relativamente jévenes -15 dias~, a una edad en que se
acaban de instaurar los niveles de actividad HMG CoA reductasa
hepatica, que es prActicamente nula durante los primeros dias
después de la eclosidén y sufre un fuerte incremento alrededor de
la primera semana de vida (Alejandre y «col., 1981). En este
sentido, se ha descrito recientemente una marcada estimulacién de
la incorporacién de acetato a colesterol en cultivos de
fibroblastos, junto a un aumento mas pequefio de 1la actividad
reductasa (Amorosa y col., 1984).

C.3.a.4. Efecto sobre el metabolismo del mevalonato

Los resultados recogidos en 1la Tabla 55 ponen de
manifiesto que la ruta cetogénica del mevalonato es incrementada
significativamente por inyeccién de Ts -5 g/ 100 g de peso vy
dia- en pollos de 15 dias, sin que se observe un efecto
apreciable de ninguna de las otras condiciones ensayadas. Los
cortes hep4ticos tampoco parecen responder frente a la inyeccién
de Tz en su actividad cetogénica. Estos resultados coinciden con
los anteriormente expuestos sobre la accién de la T« en
experiencias realizadas también in vitro en pollos de 15 dias, Yy
parecen demostrar la importancia de la edad del animal en su

respuesta frente a los tratamientos hormonales ensayados.

La incorporacién de mevalonato a lipidos
insaponificables totales no presenta tampoco variaciones
significativas bajo ninguna de las condiciones experimentadas,
tanto por cortes hepdticos como renales, si bien hay que recordar
una vez més la discrepancia entre el comportamiento de ambos
érganos frente a las hormonas del tiroides, habiéndose descrito




Incorporacién a lipidos

Produccién de CO: insaponificables totales
Dosis Edad
(ng) (dias) Higado Rifién Higado Rifién
5 15 1.050 (3) 2.302 (3)s 1.620 (3)* 1.079 (3)*
10 15 1.000 (3) 0.987 (3) 1.443 (3)* 1.208 (3)
5 30 0.625 (3)* 0.508 (3)* 1.115 (3) 0.674 (3)*
10 30 0.788 (3) 0.542 (3)* 0.495 (3)* 0.945 (3)
5 60 0.780 (3) 0.718 (3)* 1.009 (3) 0.620 (3)*
10 60 0.695 (3)* 0.542 (3)* 0.507 (3)* 0.772 (3)*
TABLA 55. Efecto de la Ta sobre la produccién de COz y de lipidos insaponificables totales

partir de mevalonato y en condiciones in vitro,

pollos inyectados durante 7 dias antes de su sacrificio.

como en las Tablas 37 y 38.

p<0.01

por CORTES DE HIGADO y DE RINON de
Los resultados se exXpresan
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una respuesta positiva del rifién pero no del higado (Feingold vy
col., 1980a) y viceversa (Gnoni y col., 1980).

C.3.b. Estudios a nivel enzimltico

C.3.b.1. Efecto sobre la HMG CoA reductasa

A la vista de los resultados obtenidos en experiencias
in vitro respecto al efecto’de la inyeccién de Tz sobre el
metabolismo del acetato, se ha procedido al estudio de la posible
influencia de dicha hormona sobre la actividad HMG CoaA
reductasa, 1la cual experimenta un descenso del 50% en higado de
ratas hechas hipotiroideas (Guder y col., 1968) y un incremento
de 3-4 veces 1los valores normales mediante la inyecién de Ts
(Ness y col., 1973), mostrando asimismo un periodo de latencia
variable del orden de las 30 horas (Huber y col., 1974). Dicho
comportamiento parece indicar que la estimulacién de la reductasa
por Ts: se debe a. un proceso de induccién de la sintesis de novo
de 1la proteina enzimitica, si bien -como ya se ha mencionado
anteriormente- el mecanismo de accién hormonal parece depender de
la dosis ensayada.

Los resultados que se han obtenido en esta experiencia
se presentan en la Tabla 56, donde puede apreciarse que
—contrariamente a lo esperado de acuerdo con la bibliografia- la
enzima de origen hep&tico no presenta variaciones significativas
en su actividad bajo ninguno de 1los tratamientos ensayados.
Simulténeamente a 1la realizacién de la presente Memoria se ha
publicado wun trabajo (Perez-Lopez y col., 1984), en el que la
actividad reductasa de pollos de 3 dias aparece aumentada después
de 12 horas de una Gnica inyeccién de 8 pg de Ta. Este resultado

es aparentemente contrario a los aqui presentados; sin embargo,
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Actividad
Dosis : Edad HMG~Co A reductasa

(pg) (dias) Higado

5 15 1.034 (3)*
10 15 1.027 (3)

5 30 1.093 (3)*
10 30 0.857 (3)
5 60 0.960 (3)
10 60 1.107 (3)
TABLA 56, Efecto de la Ti: sobre la actividad HMG-Co A reductasa

de higado de pollos inyectados durante 7 dias antes
de su sacrificio. Los resultados se expresan como en
las Tablas 37 y 38.
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los mismos autores demostraron que a partir de 12 horas disminuye
la diferencia entre la respuesta a la inyeccién de T: frente a
los controles, y -considerando el periodo de latencia previamente
observado para la estimulacién por dicha hormona de la sintesis
proteica en pollo (Arrondo y col., 1978)- sugieren que el efecto
colesterogénico de la Ts: puesto de manifiesto a las 12 horas
seria dependiente de dicha sintesis proteica. Dado que en la
experiencia realizada se ha ensayado 1la actividad reductasa
después de transcurridas aproximadamente 24 horas desde la Gltima
inyeccién, 1la falta de efecto observado podria explicarse por la

propia disminucién o caida de la acciédn hormonal.

Por otra parte, muy recientemente (Sample y col., 1987)
se ha estudiado la relacién entre el efecto de la T: sobre la
actividad HMG CoA reductasa, la cantidad de holoenzima de peso
molecular 97,000 y la de su correspondiente mRNA, sugiriéndose
que 1la Ts puede ejercer su efecto de una manera indirecta,
disminuyendo los niveles de metabolitos derivados del mevalonato,
que actdan a su vez como inhibidores de la reductasa. Entre estos
compuestos se encuentran ciertos esteroles oxigenados (Kandutsch
y col., 1978), oxiesteroles derivados del escualeno 2,3-epbxido
(Panini y col., 1984), asi como los denominados en estos trabajos
lipidos insaponificables polares y que, tal y como mencionamos en
su momento, han sido identificados como derivados del lanosterol
Y Pprecursores -por tanto- del colesterol. Estos compuestos
inhiben 1la HMG CoA reductasa (Aguilera y col., 1987b), por 1lo
que cumplen con los condicionantes requeridos para poder actuar
como intermediarios en la regulacién hormonal de la
colesterogénesis.

Todas estas consideraciones dejan abierto un ancho campo
de investigacién futura, uno de cuyos aspectos m&s interesantes
podria ser el establecimiento de la posible influencia de las
hormonas tiroideas sobre 1la produccién de cada una de las
fracciones de 1lipidos insaponificables -sintetizados tanto a
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partir de acetato como de mevalonato-, especialmente los
derivados polares del lanosterol, que pueden mediatizar -como ya
se ha visto- el efecto de la Ts y T4 sobre la HMG CoA reductasa
Y., posiblemente, sobre otras enzimas Que muestran un

comportamiento semejante en la regulacién de la colesterogénesis.
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En experiencias in vivo, 1la cantidad de CO2
producido en 1la respiracién a partir de acetato en
pollos de 15 dias, es proporcional a 1la dosis de
sustrato inyectada y maxima a los 120 minutos después de
la inyeccién, representando este valor méximo cerca del
50% de la dosis inyectada.

En estas condiciones, 1la méaxima incorporacién
de acetato a lipidos insaponificables totales ocurre en
el higado, seguido a distancia por la mucosa duodenal,

el cerebro y los rifiones.

En el higado, el colesterol
representa mas del 90% de los lipidos insaponificables
formados, independientemente de 1la dosis de acetato
inyectada (2-20 pmoles) y entre 15 y 240 minutos después
de la inyeccién. Si la determinacién se realiza al cabo
de 12 horas, el porcentaje de colesterol disminuye a
alrededor del 75%. En la mayoria de 1las condiciones
ensayadas, aparecen pequeiias concentraciones de
escualeno, 6xidb(s) de escualeno, 1lanosterol Yy una
fraccién de insaponificables polares que se han
identificado como derivados del lanosterol y precursores
del colesterol.

Tanto en mucosa duodenal como en rifién, el
porcentaje de colesterol sintetizado in vivo se
incrementa fuertemente a medida que lo hace la dosis de
acetato inyectada,  llegando a ser préximo al 100% para

valores de 15-20 pmoles de sustrato. En ambos fejidos,
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practicamente el resto de la radiactividad procedente
del acetato aparece en la fraccién de derivados polares
del lanosterol.

Algo semejante ocurre en cerebro, si bien en
este caso parecen observarse pequefias proporciones de
lanosterol cuando se ensayan elevadas dosis de acetato
(15-20 pmoles) durante cortos periodos de tiempo (15-30
minutos).

La- produccién de €Oz a partir de acetato
in vivo en pollos de 15 dias presenta un claro ritmo
diurno, observindose un maximo hacia la mitad del
periodo de luz y un minimo ligeramente desplazado de 1la
mitad del periodo de oscuridad. Variaciones similares
presenta la incorporacién de acetato a lipidos
insaponificables totales en higado y -aunque algo menos
acusadas- en mucosa duodenal, mientras que ni en rifién
ni en cerebro aparecen diferencias significativas a las
distintas horas ensayadas.

En pollos recién nacidos, no se observan
cambios significativos en ambos procesos metabbdlicos en
las mismas condiciones.

Los porcentajes relativos de colesterol y de
derivados polares de lanosterol obtenidos en higado sélo
presentan . pequefias variaciones diurnas, si bien dichos

cambios acontecen siempre en sentido inverso,
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observandose a 1las 6.00 a.m. -y coincidiendo con el
minimo de insaponificables totales- un minimo de
colesterol y un médximo de derivados de lanosterol.

En mucosa duodenal y rifién 1las variaciones de
los porcentajes de ambas fracciones son mucho més
acusadas, presentando el colesterol perfiles semejantes
a los exhibidos por 1los insaponificables totales,
mientras que los derivados polares del 1lanosterol

cambian en sentido inverso.

En cerebro no se aprecian diferencias signifi-
cativas a lo largo del dia en ninguna de las fracciones
obtenidas.

De entre los 12 tejidos estudiados en las
condiciones éptimas antes establecidas, la incorporacién
de acetato a lipidos insaponificables totales -expresada
por g de tejido- es maxima en testiculos e higado,
seguidos por péancreas, médula espinal y mucosa duodenal.
Considerando el peso total del 6rgano, 1la produccidn de
insaponificables en higado es muy superior a la obtenida

en el resto de los casos.

En experiencias in vitro, la produccién de CO:
a partir de acetato es mayor en cortes de rifién que en
cortes de higado o en raspado de mucosa duodenal,
aumentando en todos los casos con la concentracién de

sustrato wutilizado (1-12 mM) y el tiempo de incubacién
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ensayado (15-120 minutos).

Sin embargo, y en las mismas condiciones
in vitro, la incorporacién a insaponificables totales es
mayor en cortes de higado que en los de rifién o en
raspado de mucosa duodenal.

El colesterol es el principal insaponificable
sintetizado en condiciones in vitro por cortes de
higado, independientemente de 1la concentracién de
acetato o del tiempo de incubacién ensayados, si bien su
porcentaje (54-57%) es muy inferior al observado in vivo
(mds del 90%. En cambio, los derivados polares del
lanosterol representan un 37-39% del total, porcentaje

muy superior al obtenido en condiciones in vivo.

En cortes de rifibn y raspado de mucosa
duodenal, la distribucién de radiactividad en las
diferentes fracciones insaponificables no parece
depender del tiempo de reaccién y si de la concentracién
de acetato ensayada, siendo también el porcentaje de
colesterol -en términos generales- inferior al
sintetizado en experiencias in vivo vy aumentando
considerablemente la proporcién de derivados polares del
lanosterol.

La inyeccién de 1 mg de PTU/100 g de peso vy
dia durante 5, 7 6 10 dias en pollos de distintas edades
(11, 15, 30 y 60 dias en el momento de su sacrificio),
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no afecta significativamente al peso  corporal, del
higado y de 1los rifiones de 1los animales tratados
respecto de sus controles.

Del mismo modo, tampoco disminuyen los niveles
séricos de Ts y T4 como consecuencia de ninguno de los
tratamientos ensayados -incluso la Ts aumenta-, por lo
que no pueden considerarse como hipotiroideos los
animales sometidos a dichos tratamientos.

Los cortes hepldticos y- renales de pollos
tratados con PTU en las mismas condiciones, no presentan
variaciones significativas frente a los controles en el
metabolismo in vitro del acetato, tanto respecto a su
oxidacién a COz como a su incorporacién a lipidos
insaponificables totales. En cambio, 1la produccién de
CO2 en la respiracién aumenta ligera pero
significativamente en pollos de 15 dias de edad
sometidos a inyeccién de PTU durante 5 6 10 dias.

Comparativamente, el metabolismo del
mevalonato por la ruta cetogénica parece disminuir de
forma significativa -en especial en cortes de rifién y en
pollos m&s jévenes-, mientras que los cambios observados
en su incorporacién a insaponificables totales no
presentan significacién estadistica.

La inyeccién de diferentes dosis de T« (10, 30
6 50 ug/100 g de peso y dia) durante 3 6 7 dias, no
afecta de una manera clara al peso de los pollos de 15

dias ni al de sus higados o rifiones.
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Tanto 1la produccién de CO: como la de lipidos
insaponificables totales a partir de acetato por cortes
hepaticos, aumentan significativamente al cabo de 3 dias
de la inyeccién de 10 ug de Ts. También la produccién de
insaponificables totales por el higado en condiciones
in vivo, aumenta significativamente después de 3 dias de
inyeccién de 10, 30 6 50 pg de Tq.

Los mismos tratamientos cortos -3 dias-
producen un aumento en la utilizacién del mevalonato por
el desvio cetogénico en cortes de rifién, sin que sean
significativos los cambios originados en la
incorporacién de dicho sustrato a lipidos
insaponificables totales ni en higado ni en rifién, tanto

Las actividades HMG CoA reductasa y PPMVA
descarboxilasa hepiticas no se modifican sensiblemente
tras 1la inyeccién en pollos con 15 dias de edad de 50
Hg de T4/100 g de peso y dia, durante 3 & 7 dias.

Sin embargo, 1la reductasa de mucosa duodenal
si resulta significativamente incrementada en las mismas

en experiencias llevadas a cabo in vitro como in vivo.
DECIMA.
condiciones.

DECIMOPRIMERA.

La inyeccién durante 1 semana de 5 & 10 ug de
T3 /100 g de peso y dia en pollos sacrificados a los 15,
30 6 60 dias de edad, no origina grandes cambios en los

pesos corporales, si bien parecen disminuir ligeramente
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en el caso de los animales mds jévenes tratados con
mayor dosis de hormona.

Los niveles séricos de Ts aumentan
considerablemente en todos los tratamientos ensayados,
sobre todo en pollos de mayor edad (60 dias), cuyos
valores en los controles experimentan un descenso muy
acusado. Los mismos tratamientos determinan una marcada

disminucién de los niveles séricos de Tq.

La oxidacién de acetato a COz no se ve
afectada por la inyeccién de Ts en cortes hepaticos ni
renales, si bien la incorporacién a lipidos
insaponificables totales parece aumentar en los animales

mas joévenes, y de un modo mas significativo en cortes de
rifién.

La ruta cetogénica del mevalonato se
incrementa en cortes de rifibn de pollos de 15 dias,
mientras que ningin tratamiento con T: afecta a la
sintesis de insaponificables totales a partir de dicho
sustrato.

DECIMOSEGUNDA.

En las condiciones ensayadas, la inyeccién de
Ts no modifica significativamente 1los niveles de
actividad HMG CoA reductasa hepAtica.
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