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INTRODUCCION




El 9 de Diciembre de 1985, con ocasién de 1la -
recepcidén del Premio Nobel en Medicina, Michael Brown y
Joseph L. Goldstein decian en Estocolmo: "El1 colesterol
es la molécula relativamente pequefia mads condecorada en
Biologia. Trece Premios Nobel se han concedido a cienti
ficos que han dedicado 1a mayor parte de sus atenciones
al colesterol. Esta sustancia ha ejercido una fascinacién
casi hipnotizante sobre cientificos de las mas diversas
dreas de las Ciencias y la Medicina. Su compleja estruc-
tura tetraciclica y su sintesis a partir de un sustrato
dicarbonado sencillo (el acetato), mediante la interven-
cidén de més de 30 enzimas, ha atraido la atencién de qui-
micos orgénicos y bioquimicos. Los fisidlogos y los citéd-
logos han sido fascinados con el colesterol por su fun-
cién esencial en las membranas de las células animales,
donde modula la fluidez y mantiene la barrera entre la
célula y el ambiente que la rodea, actuando también como
material de partida para la sintesis de hormonas y acidos
biliares. Finalmente, la observacidén de que elevados nive
les de colesterol plasmatico aceleran la formacién de -
placas ateromatosas ha sido de gran interés para los mé-
dicos” Creemos que no se puede resumir de una manera mas
acertada la importancia que el colesterol representa para

los animales superiores y, entre ellos, para el hombre.

Los dos problemas mas acuciantes aan por resol-
ver de una manera definitiva en relacién con el coleste-
rol son,su sintesis y su transporte. Los organismos pru-
ricelulares parecen haber solucionado el problema del -
transporte esterificando el colesterol con acidos grasos
de larga cadena y empaquetdndolo dentro de un nidcleo -
hidrofdbico de lipoproteinas plasméaticas. Sin embargo, es

te sistema de transporte crea otro problema en relacidn a

-15-



su eliminacidén: los ésteres del colesterol son demasiado
hidrofébicos para pasar a traveés de las membranas. Esta
dificultad se ha solventado mediante la actuacidén de los
receptores de las lipoproteinas, 1los cuales, estraté@ica—
mente situados en la superficie de las células, las cap-
tan y las conducen al interior celular mediante unproceso

de endocitosis.

En relacibén a la sintesis, se tiende a aceptar
que el higado y el intestino son responsables de aproxi-
madamente un 90% de la produccidn del colesterol en los
animales. La importancia cuantitativa del intestino en la
colesterogénesis fué puesta de manifiesto inicialmente -
midiendo la incorporacidén de diversos precursores marca-
dos en esteroles precipitables con digitonina. Los estu-
dios mds recientes utilizando agua tritiada como precur-
sor han demostrado que, en rata, el 24-25% del colesterol
corporal es sintetizado en el intestino delgado, mientras
que un 50% de la sintesis total ocurre en el higado. Sin
embargo, en otras especies animales como conejo, hamster,
ardilla y posiblemente en el hombre, la funcidén del intes
tino puede ser cuantitativamente m&s importante. Por otra
parte, el intestino delgado juega también un papel clave
en el balance del colesterol por ser el sitio en que se

produce la absorcidn del colesterol de la dieta,
con todo lo que esto lleva consigo en cuanto a su consi-
gulente transporte a través del sistema linféticoy vascu-

lar a los distintos 6rganos en que se puede depositar.

No obstante lo anteriormente mencionado, es po-
co lo que se conoce a nivel intracelular acerca del meta
bolismo del colesterol atendiendo a sus distintos orige-

nes. Basandose en la relacidén entre sintesis y esterifi-

-16-



cacidén en la mucosa intestinal de 1la rata se ha sugerido
recientemente que el colesterol absorbido ingresa en el
"pool" intracelular del enterocito que estid separado fun-
cionalmente del "pool" de colesterol sintetizado "in situ".
Este modelo podria explicar la dicotomia funcional que -
parece existir entre colesterol exdgeno y endbgeno, si -

bien aun falta la suficiente evidencia para probarlo.

Como un intento de contribuir a la elucidacidn
de este problema asi, como a la controversia aln existente
sobre la localizacibn anatdémica de la colesterogénesis -
intestinal, se ha planteado el trabajo experimental de la
presente Memoria. Las razones de dicha controversia son
fundamentalmente resultado de los problemas técnicos aso-
ciados a la medida de la velocidad de sintesis, que nor-
malmente se lleva a cabo mediante la incorporacidén de di-
ferentes precursores (acetato, octanoato, mevalonato, -
glucosa o agua) que tienen que penetrar en el interior -
celular y sufrir la correspondiente dilucién intracelular.
Para obviar, al menos en parte, estos problemas se ha me-
dido la actividad colesterogénica del intestino en base a
los niveles de la enzima limitante del proceso, la 3-hi-
droxi-3-metilglutaril-CoA reductasa. Asi mismo, teniendo
en cuenta la importancia que parece tener la pirofosfome-
valonato descarboxilasa en la regulacidn del mismo fend-
meno biosintético, se han determinado los niveles de su
actividad en las mismas condiciones y circunstancias que
la reductasa.Como indice de la velocidad de esterifica--
cidén del colesterol se ha medido la actividad de la enzi-

ma acil-CoA: colesterol acil transferasa
Por otra parte, el trabajo se ha llevado a cabo

utilizando células superiores de la vellosidad, medias,

inferiores y de las criptas, aisladas de duodeno, yeyuno

17~



e 1leon de pollos de 30-35 dias. Con ello se ha pretendi-
do no solo incidir en el conocimiento de la funcién rela-
tiva que 1los diferentes tipos celulares tienen en el meta
bolismo intestinal del colesterol, sino que también, te-
niendo en cuenta los trabajos previos desarrollados en
nuestro Departamento, poner de manifiesto 1la funcionabili
dad de tales mecanismos de regulacidn a nivel de las dife
rentes células aisladas y la importancia de 1la comparti-
mentacidén de la sintesis y esterificacién del colesterol,
todo ello dentro del fascinante mundo de esta sustancia y
de acuerdo con las palabras con las que comenzabamos la

presente Memoria.
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1.- PARTE TEORICA

1.A.- Ruta biosintética del colesterol

‘ Un acontecimiento clave en la elucidacién del
proceso de formacidén del colesterol, fu€ el descubri---
miento de K. Bloch (1,2) de gue el escualeno, un hidro-
carburo isoprenoide de cadena abierta, es un producto -
intermedio en la ruta biosintética, al comprobar que --
tras la administracidn de 14C—acetato por via oral a --
animales de experimentacidn, el escualeno del higado --
resultaba marcado radiactivamente. Por otra parte, ad--
ministrando posteriormente escualeno radiactivo a anima
les de experimentacién, o incubandolo con cortes de hi-
gado, una gran parte del isbétopo aparecia en la molé-—-—

cula del colesterol.

- 5in embargo, el mecanismo por el cual las uni-
dades de isopreno del escualeno se forman a partir del--
acetato, tardd algin tiempo en ser aclarado. En 1956 ——-
Folkers y col. (3) descubrieron el 4cido mevaldnico, me-
tabolito de 6 atomos de carbono, originado a partir del-
acetato, al que podia sustituir como factor de crecimi--
miento en determinados cultivos de bacterias. Es mas, --
la incubacidén de acetato marcado isotbépicamente con cor
tes de higado mostrd que este compuesto constituia un --
precursor inmediato del &4cido mevaldnico. De ello se de-
dujo gque dicho acido de 6 carbonos podia dar lugar a la
formacidén de una unidad isopreno, de 5 Atomos de carbono,

por descarboxilacidén (esquema 1).
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1.A.1.- Conversidén de acetil-CoA a isopentenil pirofosfato

Todas las enzimas que catalizan la conversidn
de acetil-CoA a isopentenil pirofosfato en la biosinte-
sis de esteroles son citosblicas, excepto la HMG-CoA --
reductasa, que se localiza en el reticulo endoplasméti-

co de aves y mamiferos, y en las mitocondrias de lavadu

ras.

El primer eslabdén en la biosintesis del coles
terol es el de la condensacién de dos moléculas de ace-
til-CoA, por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa (acetil-
CoA acil trasnferasa), para formar acetoacetil-CoA y —-
CoA libre.

La siguiente reaccidén es la catalizada por la
enzima.ﬂ—hidroxi— B— metilglutaril-CoA sintasa, que con
siste en una reaccidén de condensacién de aceto-acetil -
CoA con acetil-CoA, para formar HMG-CoA y CoA libre.

La acetoacetil-CoA tiolasa y la HMG-CoA sin--
tasa exhiben una localizacién doble, citoplasmatica y -
mitocondrial (4,5). Tanto la tiolasa como la sintasa ---
éitoplésméticas muestran un control de su actividad por-
dietas con colesterol o colestiramina; en cambio las de
localizacién mitocondrial no se afectan por estas dietas,
pero si por los niveles de cuerpos cetdnicos circulantes.
Estos hechos llevaron a pensar que el HMG-CoA sintetiza-
do en el citoplasma se destinaria a la formacibén de com-
puestos isoprenocides y el mitocondrial a la de cuerpos -

cetdnicos.

Actualmente se sabe que existe una conexidén -
entre las rutas cetogénica y colesterogénica, postu-- -
landose que el punto de conexidn seria el isopentenil- -
PP y que parte de eéte compuesto formado en el citoplas-

ma puede, tras una serie de transformaciones enziméticas,
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penetrar en la mitocondria, donde seria convertido de nue
vo en HMG-CoA y posteriormente en cuerpos cetdnicos, por
accién de la HMG-CoA liasa (ruta cetogénica del mevalona
to (5-7).

El HMG-CoA generado en el citoplasma sufre una
reduccibdn, catalizada por la HMG-CoA reductasa microso--
mal, originédndose acido mevaldnico (MVA). Esta enzima se
ha considerado desde los estudios iniciales como la enzi
ma clave en la regulacidén de la biosintesis del coleste-
rol (8).

La conversién del MVA a isopentenil pirofosfa-
to se produce mediante tres reacciones. Las dos primeras,
son dos fosforilaciones que suponen la conversidén de MVA
a acido fosfomevalénico, y de éste a 4cido pirofosfomeva
lénico, estando catalizadas, respectivamente, por las en
zimas MVA cinasa y PMVA cinasa. La tercera reaccidn, ca-
talizada por la enzima PPMVA descarboxilasa, consiste en
una deshidratacidén y una descarboxilacién ATP dependien-
te, en la gue ¢l PPMVA es convertido a isopentenil piro-
fosfato. Evidencias recientes sugieren que este Gltimo -
paso puede ser también un punto clave en la ruta coles--

terogénica.

1.A.2.- Conversidn de isopentenil pirofosfato a colesterol

La reaccidén inicial consiste en una condensa-—-
cidén cabeza-cola entre el isopentenil pirofosfato y su -
isbmero, el dimetil alil pirofosfato, para formar el in-
termediario de 10 atomos de carbono geranil pirofosfato,
por accidén de la dimetil alil transferasa. E1 geranil pi
rofosfato reacciona con otra molécula de isopentenil pi-
rofosfato en otra condensacién cabeza-cola, para formar-

farnesil pirofosfato, por accibén de la farnesil pirofos-

fato sintetasa.
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De acuerdo con la evidencia actual, el farnesil

pirofosfato constituye el principal punto de ramifica --

cién para la biosintesis de poliisoprenoides (9,10):

a)

b)

c)

el
un

Dos moléculas de farnesil-PP se pueden condensar cabe
za-cabeza para formar escualeno, en una reaccidén enzi
matica catalizada por la escualeno sintetasa, nombre-

genérico con el que se conocen al menos a dos enzimas

microsémicas, responsables de realizarla. (11)):;:

La cadena de farnesil PP puede aumentar por condensa-
ciones repetidas cabeza-cola con grupos de isopente--
nil-PP, mediante una trasnprenil‘transferasa para for
mar poliprenoles de larga cadena. Cuando la longitud-
de la cadena alcanza 10 unidades isoprenoides, los --
grupos poliprenoles se transfieren a un anillo aromé-
tico derivado de la tirosina, para iniciar la sinte—-

sis de ubiquinona (12).

El farnesil PP, por otra parte, se puede convertir en
dolicol, un alcohol poliisop.renoide que contiene 19 -
unidades de isopreno y que estd relacionado con la —-
transferencia de azlGcares desde el citoplasma a la su

perficie exterior de la célula (10).

Ademéds de las rutas anteriormente mencionadas,
isopentenil-PP puede originar isopentenil adenosina,-

constituyente del RNA de transferencia (l3),y como an

teriormente hemos sefialado, ser el punto de desviacidn -

que actualmente se postula para conectar colesterogéne--

sis y cetogénesis.

En la Gltima etapa de la biosintesis del coles

terol, el escualeno experimenta un ataque por el oxigeno

molecular, formando el escualeno-2-3 epoxido, reaccibdbn -

catalizada por la escualeno monooxigenasa. E1 escualeno-

2-3- epdxido experimenta una ciclacidn a- lanosterol, que
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es el primer esteroide que se produce, por la accidén de -

la enzima 2-3- epdéxido de escualeno: lanosterol ciclasa.

Estas reacciones tienen lugar en los microso--

mas, pero requieren la participacién de dos proteinas --
del citosol.

La conversidn de lanosterol en colesterol im--
plica la eliminacién de tres grupos metilo (dos del Ato-
mo del carbono 4 y uno del carbono 14), la saturacidén --
del doble enlace de la cadena lateral, y el desplazamien
to del doble enlace desde la posicién 8-9 a la 5-6 del --

anillo B (esquema 2).

De acuerdo con el esquema 2, cabe pensar que -
la produccidén de isopentenil-PP debe estar cuidadosamen-
te controlada con el objeto de poder satisfacer las nece
sidades celulares de todos sus derivados. Ademds, el me-
canismo de control depe ser suficientemente eficaz como-
para permitir la constante sintesis de los tres produc--
“tos finales noé esteroidicos, en 10s casos en los que las

necesidades celulares de colesterol estidn satisfechas.

Este control parece conseguirse a través de -
una regulacidn "feed-back'" multivalente sobre la HMG-CoA
reductasa, mediada por colesterol - ligado a LDL, jun
to con uno o més productos del metabolismo del mevalona-
to (14-16).

Mediante estudios de incorporacidén de precurso
res marcados, Wiss y col. han demostrado la existencia -
de un lugar de regulacidn posterior a la formacidn de es
cualeno (195). Slakey y col. a partir de los cambios ob-
servados en la incorporacidén de MVA a colesterol, y del-
comportamiento de las enzimas intermediarias, indican --
que existen al menos dos lugares secundarios de regula--
cién (196 ).

_25-



1.B.- Dinédmica del colesterol

Puesto que los animales carecen de las enzimas
necesarias para degradar el nlucleo esteroide de la molé-
cula de colesterol, y que un acimulo de este compuesto,
por encima de determinados niveles, seria desaconsejable,
es evidente que la tasa de colesterol que consume el or-
ganismo debe estar equilibrada con la que es capaz de ex
cretar. El colesterol entra a formar parte del "pool"
corporal sdlo por dos fuentes. Puede ser absorbido de la
dieta (300-500 mg/dia en el hombre) o puede ser sinteti-
zado por distintos o6rganos (700-900 mg/dia en el hombre).
La excrecidén del colesterol puede realizarse como tal -
colesterol, via excrecidén al tracto gastrointestinal —---
(600 mg/dia) o por descamacidén de la piel (85 mg/dia), -
sufiir previamente una transformacién a acidos biliares y
posteriormente excretarse como tales (400 mg/dia), o --
bien convertirse en hormonas esteroides y ser excretado

a la bilis u orina (50 mg/dia) (19).

Durante la fase de desarrollo la tasa de adqui
sicidén de colesterol por parte del organismo supera a la
de excrecidn, hasta que en un estado estacionario en el-
que no hay ni pérdida ni ganancia de peso, el contenido-
corporal de colesterol se estabiliza,en el hombre, en un
promedio de aproximadamente 1.5 g de colesterol por Kg.-

de peso corporal.

Un modelo dinamico del colesterol seria el pro
pugnado por Mathé y Chevalier (20) y que aparece repre--
sentado en el esquema 3. La elaboracidén del mismo esti —
basada en datos obtenidos por el método del equilibrio -
isotépico (21), consistente en la recuperacidén total y -
determinacién de los esteroides fecales, asi como la me-
dida de la sintesis, excrecidén y absorcidn en situacidn-

de estado estacionario, es decir, en individuos en los -

que la entradas totales de colesterol al cuerpo se igua-

len a las salidas.
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De acuerdo con dicho esquema, el colesterol es
transferido desde el compartimentoplasmatico central ha--
cia el higado (salida T), donde se transforma en acidos bi
liares (salida T'). Una segunda ruta para la eliminacién
del colesterol desde el compartimento plasmatico requiere
la mediacidén del tracto digestivo y concluye en la elimi-
nacién urinaria de esteroles derivados del colesterol (sg
lidas Ef y E respectivamente). Cada una de estas rutas
de ellmlna01on del colesterol plasméatico constltuye a su
vez un subsistema catenario mas o menos compleJo. Por o--
tra parte, hay movimientos bidireccionales entre todos -
los 6rganos y el plasma, cualquiera que sea el proceso -

implicado (® y 0').

Pasemos a continuacidén a desarrollar brevemente
los principales procesos relacionados con la dinamica del

colesterol.

Absorcidn

i T
Bt T ////E;/' Higado T
e __O__» Ep ) EL

Organos _— =

; Intestino —
0 Plasma E!
E . n

f n Glandulas ———

Sintesis

Esquema 3

1.B.1.- Absorcibn y transporte

La diferencia entre el colesterol ingerido y el

eliminado en las heces se considera como un indice de la
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absorcidén neta de colesterol,lLa mayoria delcolesterol in-
gerido se encuentra en la forma libre, aungue un pocoO .€5-
terificado: gue penetra en el lumen intestinal es rapida-
mente hidrolizado por accidn de la colesteroleserasa pancrea
tica (22,23). E1 hombre puede absrober el colesterol de -
la dieta, que antes de penetrar en el lumen intestinal se
mezcla con el endbgeno excretado en la saliva y fluidos -

gistricos (22).

ASi)el colesterol presente en el tracto intes--
tinal es una mezcla del que proviene de la ingesta mas el
colesterol de sintesis endbgena. Debido a que existe una
mezcla parcial de estas dos fuentes, se supone la existen
cia de un coeficiente de absorcidén distinto para cada u-
na de ellas (24). La mayor parte de los lipidos son absor
bidos en el yeyuno, excepto en el caso de las sales bi--

liares que tiene lugar en el ileon distal. (27).

El colesterol, de la misma manera que los otros
lipidos de la dieta, es absorbido de la fase micelar -
cuando ésta entra en contacto con la mucosa intestinal.El
transporte hasta el interior de la célula ocurre mediante
un proceso independiente del consumo de energia (25), ob-
serviandose un significativo incremento en la concentra--
cién de colesterol en el interior de la célula durante un
periodo mucho mas largo que el de cualquiera de los otros
lipidos absorbidos (26), lo que sugiere que ei colesterol
absorbido se equilibra rapidamente con las distintas -

fracciones subcelulares del enterocito.

Una vez en el interior de la célula intestinal,
hay un intercambio de colesterol entre quilomicrones y -
estructuras subcelulares. Parte del colesterol de los qui
lomicrones es esterificado antes de que las particulas -
sean secretadas a través de la membrana basal (28). Pos--
teriormente, en el espacio extracelular, los quilomicro--
nes absorben el colesterol libre y probablemente también
el esterificado. Se sabe que hay un intercambio de coles-

terol entre las células intestinales y el lumen, asi como
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entre células intestinales Yy espacios extracelulares. Tam
bién existe una trasferencia desde el plasma al liquido -

extracelular y a su vez es probable que se produzca en el
sentido contrario (29).

Los ésteres del colesterol formados en la muco-
sa intestinal deben ser transportados a todas las células
donde el colesterol, ya en su forma libre, es utilizado -
como componente estructural. Estos esteres también son -
fuente de sintesis para hormonas esteroides y acidos bi--
lialres.

Para su transporte en el plasma, los triglicé--
ridos y ésteres del colesterol son empaquetados en parti-
culas lipoproteicas constituidas por un ntcleo hidrofébi-
co rodeado de una monocapa de fosfolipidos polares. La ca
pa superficial también contiene colesterol libre en canti

dades pequeflas, junto con proteinas especificas denomina-
das apoproteinas (30).

La via de transporte lipoproteico puede divi-
dirse conceptualmente en exdgeno y enddégeno, dependiendo
de que se transporten lipidos de origen dietético o he-
padtico, respectivamente. Ambos sistemas comienzan con la
secrecidén de lipoproteinas ricas en triglicéridos que, -
en el caso del sistema exdgeno estin constituidas por --
los quilomicrones intestinales ya mencionados, mientras
que para el sistema enddégeno son las lipoproteinas hepa-

ticas de muy baja densidad (VLDL).

1.B.1.1.- Sistema de transporte exdgeno

Los quilomicrones con los lipidos incorporados
son secretados a la linfa y de alli al torrente sanguineo.
Sin embargo, son demasiado voluminosos para atravesar la
barrera endotelial y deben ser metabolizaods previamente.
Para ello se ligan a una enzima, la lipoprotein 1lipasa,
que estid dispuesta en la superficie luminal de las células

endoteliales que cubren los capilares del tejido. adiposo
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y muscular.

A medida que se va degradando el nGcleo de tri-
glicéridos por accibén de este enzima, el quilomicrén dis-
minuye de tamafio. El1 material de superficie sobrante, -
principalmente fosfolipidos y colesterol libre, es trans-
ferido a otra lipoproteina plasmética (HDL) (31). El1 qui-
lomicrdén resultante es liberado de la pared capilar y en-
tra de nuevo en circulacidén. Esta particula, conocida co-
mo "resto" o '"remanente', retiene todavia los ésteres de -
colesterol y es transportada al higado donde se une a re
ceptores de superficie especificos que se encuentran ex--
clusivamente en las células del higadqjen las que penetra
mediante endocitosis, siendo posteriormente degradada . -

en el interior de lisosomas.

1.B.1.2.- Sistema de transporte endbgeno

El higado empaqueta los triglicéridos resultan-
tes del metabolismo hepatico en liporpoteinas que contie-
nen a su vez colesterol y fosfolipidos. Cuando el coleste
rol de la dieta estd disponible, el higado lo utiliza co-
mo fuente de sintesis lipoproteica. Sin embargo, cuando -
la aportacidén de la dieta es insuficiente, el higago au--

menta la sintesis de su propio colesterol (32,33).

Para el transporte de triglicéridos y coleste--
rol, el higado los incorpora a VLDL. El nicleo de esta -
particula contiene en su mayor parte triglicéridos sinte-
tizados en el higado, junto con una menor cantidad de és-
teres de colesterol; sobre su superficie despliega predo-
minantemente tres apoproteinas, apoproteina B-100 y E, -
ambas con capacidad de unirse a los receptores de LDL y -
una apoproteina C, necesaria para que actle la lipoprotein

lipaéa.Cuando una partdicula VLDL llega a los capila
res del tejido adiposo o del mﬁscuio, se extrae de ella -
los triglicéridos que transporta, por la accidén de la en-
zima lipoprotein 1lipasa. Con ello se transforma en un -

nuevo tipo de particula, de menor tamafio y enriquecida en
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ésteres de colesterol, Y que retiene aln las dos apoprotei
nas. Tal particula recibe elnombre de lipoproteina de den
sidad intermedia o IDL. El material de superficie sobran-
te (fosfolipidos y colesterol predominantemente) es trans-
ferido a las lipoproteinas HDL, que interaccionan con 1la
enzima lecitin-colesterol aciltransferasa (LACT) que cata
liza la esterificacién de este exceso de colesterol. Los
ésteres sintetizados son transferidos de nuevo a las IDL,
seguramente a través de la accién de una protelna de 1n——
Mtércamblo plasmatlca (34) El resultado es la rep051c1on

- de la mayor parte del nucleo de triglicéridos de las VLDL

con ésteres del colesterol.

En el hombre, alrededor de la mitad de las par
ticulas IDL desaparecen de la circulacidén con gran rapi-
dez, (de dos a seis horas después de su formacién), ya -
que se unen muy fuertemente a las células hepaticas, que
extraen su colesterol para elaborar nuevas VLDL y acidos
- biliares. Las particulasvde IDL no capturadas por el hi-
gado permanecen en circulacidén mucho mas tiempo. Dado un
tiempo suficiente la apoprotelna E se dlsoc1a de ellas
transformandose la particula en lipoproteinas de baja -
densidad (LDL) y que posee un unico componente proteico,
la apoproteina B-100. Puesto que la afinidad de la apo--
proteina B-100 por los receptores hepaticos es menor, di
chas particulas se mantienen en el torrente sanguineo -
mas tiempo que las particulas IDL, siendo las responsa--
bles del abastecimiento de colesterol a los tejidos peri
féricos que lo necesitasen . En individuos normales,
el colesterol ligado a LDL supone aproximadamente los -
dos tercios del total del colesterol plasmatico (35). Ni
veles altos de esta lipoproteina se asocian con elevados
riesgos aterogénicos; en cambio, dado que las HDL son las
enéargadas de retirar colesterol desde los tejidos hasta
el higado, elevadas concentraciones de esta lipoproteina
estan asociadas con uné reduccidén de la aterosclerosis -

sintoméatica.

Las lipoproteinas circulantes penetran en las
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células de los distintos tejidos mediante dos sistemas: -
uno supone la existencia de unos receptores especificos -
en la membrana plasmidtica de las células que estan encar-
gadas de reconocer las lipoproteinas mediante las apopro--
teinas especificas de su cubierta,y el otro sistema que -
supone la internalizacidén de las lipoproteinas de forma -
inespecifica por un proceso de endocitosis, dependiendo -

exclusivamente de su concentracidn en el medio.

'Las células ajustan el nUmero de sus receptores
de modo que se incorpore el colesterol suficiente para cu
brir sus necesidades sin que se produzca eXxceso. Por ejem
plo, los fibroblastos humanos en fase activa de divisibn,
y que por consiguietne requieren un aporte de material -
para la formacidn de nuevas membranas, mantienen una dot&
cibén méxima de receptores de LDL (unos 40.000 por célula).A
En las células que han superado la fase de multiplicacidn,
el colesterol que les sigue llegando del exterior, comien
za a acumularse, y el sistema de retroinhibicidén reduce a

un décimo la produccidn de receptores (36).

Aunque todos los tejidos poseen receptores de -
lipoproteinas en sus membranas, no todos los tienen con -
igual abundancia. Se ha demostrado, al menos en rata, co-
nejos y monos, que el higado es el responsable de la reti
rada del 75% de LDL mediado por receptores, siguiéndole -

en importancia glandula suprarrenal y ovario (37).

Los receptores de LDL son proteinas que requie-
renun.idénmetalico divalente para ligar a las LDL, a las

que reconocen a través de la apoproteina B-100 presente

en su cubierta (38).

Los receptores se acumulan en regiones especia-
lizadas, donde la membrana presenta unas depresiones en -
forma de crateres, los denominados hoyos revestidos ("coa
ted pits"). La superficie interna de estos hoyos estad re-

cubierta por una proteina denominada clatrina. Cuando ia
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LDL se liga a su receptor, se observa que pocos minutos
después, el hoyo en el que se localiza se invagina y se

desprende de la membrana plasmitica, formando vesiculas
revestidas (39).

1.B.2.- Sintesis

Al abordar el tema de la sintesis de colesterol
surgen dos cuestions: en primer lugar, si todos los teji
dos tienen la capacidad de sintetizarlo, y en segundo lu-
gar culdl es su tasa de sintesis y de qué manera la regu-
lan.

Las caracteristicas generales de las velocida-
des de sintesis y su regulacién en los distintos tejidos
se conocen desde hace tiempo.Szere y cols. (40) mostraron
en 1950 en experiencias llevadas a cabo "in vitro'", que
el 14C—acetato era activamente incorporado a esteroles -
en tejidos tan distintos como intestino, testiculo, rifién,
piel, cerebro y por supuesto higado. Informando que los
porcentajes de radiactividad recuperados en la fraccidn
de estercles precipitables con digitonina eran casi tan
grande en piel y tracto gastrointestinal como en los cor

tes hepéaticos.

Simulténeamente Popjack y Beeckmans (41) demos
traban la colesterogénesis extrahepatica en animales in-
tactos. Estos estudios se han confirmado reiteradamente -
en diversos laboratorios, siendo hoy notorio que practi-
camente la totalidad de los tejidos de mamiferos y aves
son capaces, en cierto grado al menos, de sintetizar co-
lesterol '"de novo'" (42-45).

No obstante, y desde los primeros estudios com
parativos, se hizo evidente que esta capacidad estaba des-
igualmente repartida. De los estudios sistematicos lleva
dos a cabo " in vitro", en rata, mono y pollo (44, 46, 47),
resultd que las mayores velocidades de sintesis de este-

‘roles por unidad de peso de tejido corresponden a dos -
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6rganos: higado e intestino delgado,y los més bajos a -
misculo y a sistema nervioso central de animales adultos,
puesto que en embriones y neonatos la actividad de in-

corporacibén de acetato a esteroles es mucho mayor en te-
jido nervioso, excediendo incluso a los valores encontra

dos para higado (48).

La mayor parte de las conclusionethanto cualil
tativas como cuantitativas,acerca de la importancia de -
érganos especificos de la sintesis global de esteroles, -
esténrbasadas én las medidas "in vitro" de la velocidad
de incorporacidn de distintos sustratos marcados a coles
terol. Un precursor comunmente utilizado ha sido el l—l4C—
acetato, habiéndose evaluado la velocidad de incorporacidn
del mismo a esteroles precipitables con digitonina (DPS).
Sin embargo, se ha informado sobre una toma deficiente -
de este precursor por parte de los tejidos, asi como la
existencia de una dilucidn desigual de la actividad espe
cifica del "pool" intracelular de acetil CoA en muchos
tejidos, dando lugar a velocidades de sintesis falsas -
(49). Estudios recientes llevados a cabo '"in vivo'" han -
indicado gue la incorporacidn de agua pesada a DPS, se--
ria un indice mas fiable de las velocidades absolutas de
sintesis de colesterol, dado que penetra rapidamente en
la célula,manteniendo una actividad especifica constante
(49-51). Asi, utilizando este Ultimo precursor, Turley
y cols (52) han indicado que la carcasa contribuye apro-
ximadamente en un 26% de la sintesis "in vivo'" de los -
lipidos precipitables con digitonina, mientras que el hi

gado y el intestino aportan un 50 y un 24% respectivamen
te.

Las. experiencias llevadas a cabo "in vitro" uti
lizando diversos precursores marcados, indican asi mismo
que el higado presenta la médxima velocidad de sintesis -

de esteroles entre los Organos estudiados, seguido del -
intetino, (53,54).

En suma, mientras que la informacidn existente
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es compatible con la idea de que la sintesis enddbgena -
tiene lugar sobre todo en el higado e intestino, la im--
plicacidén exacta de ambos bérganos en el proceso de sin-

tesis en el animal intacto, no estd del todo clara.

Los mecanismos principales de regulacibén de la
sintesis incluyen,entre otros,procesos tales, como la in
hibicidén por retroalimentacién, existencia de ritmos cir
cadianos, fluctuaciones resultantes del ayuno y realimen
tadién, y la circulacibn ehterohepatiéa de dcidos bilié

res.

Taylor y Gould (55,56), ya informaron a princi
pios de los afios cincuenta acerca de una marcada supre--
sidén de la colesterogénesis en cortes hepaticos de anima
les sometidos a ura dieta con elelvado contenido en coles
terol. Posteriormente, estos resultados han sido corrobo
rados por numerosos laboratorios (57,58). Esta supresidn
aparece como un tipo de inhibicidén por producto final, -
siendo el principal punto implicado un paso anterior a -
la formacidén de acido mevaldnico (58,59 ). Nipg@naotpp -
tejido ademéds del higado muestra una supresién tan marca
da en su actividad biosintética, aunque el tracto intesti

nal también exhibe este mecanismo de regulacidn.

Existen varias pruebas asi mismo a favor de la
regulacién de la biosintesis por acidos biliares. En pri
mer lugar, el incremento en tamafio del "pool" de estos -
compuestos que tiene lugar tras la ingestidén de tauroco-
lato sbédico, engendra un aumento en la velocidad de recam
bio del colesterol. Por otro lado, la interrupcién de la
circulacidén enterohepatica de acidos biliares mediante -
una desviacidén del ileon o la administracidn de una dieta
con colestiramina, origina un incremento en la sintesis -
hepatica (60,61).

Se han observado contradicciones entre los re-

sultados obtenidos "in vitro" y los obtenidos en experien
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cias realizadas en el animal intacto. Asi, Chevalier (62)

indica que la ingesta de colesterol no altera la secrecidn

que operan "in vitro" no coinciden con los reales o, por
otra parte, que los mecanismos que actian en el higado -
no son responsables del balance total de colesterol en -
el cuerpo. Sin embargo, = estudios con agua pesada no apo
yan este punto de vista. Jeske y Dietschy (51) indican,

utilizando esta técnica, que "in vivo" existe una varia-
cidén diurna en la biositnesis hepética y que la coleste-
rogénesis se inhibe fuertemente por alimentacidén con co-
lesterol, administracibén de quilomicrones y en condicio-

nes de ayuno.

Un mecanismo de regulacidén muy importante, iden
tificado mediante la utilizacidn de técnicas tanto "in -
vitro" como "in vivo'", es el mediado por la toma celular

de colesterol transportado en lipoproteinas (63,64). A
través de este mecanismo, el colesterol es transportado
desde el higado a determinados drganos periféricos, don-
de es tomado a través de un mecanismo gue implica la ac-
tuacién de dh‘receptor espeéifico de LDL (65). Por otra
parte, el colesterol es transportado mediante las lipo--
proteinas de alta densidad al interior de las células de
la glandula adrenal, ovario, y testiculos (66). El1 coles
terol que deriva de estas fuentes lippprotéicas no solo
abastece las necesidades metabdlicas sino que también su
prime parcialmente las velocidades de sintesis''de novo"
en los O6rganos blanco... De esta forma, cuando los niveles
de colesterol lipoprotéico descienden en determinadas -
condiciones, se produce como respuesta un incremento en

la sintesis de esteroles (67,68).

Finalmente, el efecto inhibidor de la colesterogénesis
que posee €l ayuno, fué puesto de manifiesto por primera.
vez por Tonkins y col. (69) y confirmado reiteradamente
en otros laboratorios (70). Como en el caso de la alimen

tacién con dieta de colesterol, agul también se tienen -



pruebas de que la accidn se produce a nivel de la HMG-CoA
reductasa (71).

1.B.3.~- Transformacidén y eliminacidn

Bajo condiciones de estado estacionario, las -
salidas mayoritarias del espacio de transferencia suponen
la eliminacién fecal de colesterol y su transformacién a
dcidos biliares, mientras que solo minimas cantidades son
excretadas a través de la piel o eliminadas en forma de

hormonas esteroides en la orina (72,73).

Los &cidos biliares se forman en el higado a -
partir del colesterol. El primer paso, que contituye una
etapa limitanfe del proceso, supone la 7-A-hidroxilacién
del colesterol por accidén de la colesterol 7ﬂk—hidroxil§
sa, y estd sujeto a una inhibicién ”feed—bacﬁ“.por los -
dcidos biliares que retornan al higado a través de la ve
na porta. Este reciclaje es necesario para poder satis-
facer las necesidades fisioldgicas durante el proceso de
absorcidén de las grasas, ya que la cantidad de Acidos -

biliares sintetizados ''de novo" es insuficiente.

Los acidos biliares son secretados en la bilis
en su forma conjugada con glicina o taurina, almacenados
en la vesicula y posteriormente liberados al duodeno. -
Tras participar en la absorcidn de grasas, son reabsorbg
dos preferentemente en el ileon por transporte activo (74)
Yy en la porcion proximal del tracto gastrointestinal, por

transporte pasivo (74,75). Tras la absorcidén a través de
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la mucosa intestinal, pasan a ser transportados a traves

del sistema porta o de 1los conductos linfaticos intesti

nales hasta el higado, donde vuelven a ser excretados a

la bilis. En consecuenciayel "pool'" de &cidos biliares -

sufre una continua circulacidén enterohepéatica, siendo la

mayor parte reabsorbido, mientras que una pequefla cantidad
es eliminada diariamente en las heces de un hombre sano

(76).

Tanto en animales como en el hombre, la produc
cién de Acidos biliares esta sujeta a un control fisiold
gico, habiéndose propuesto al menos dos mecanismos de re
troalimentacién que regulan este sistema: el primero de-
pende de la cantidad de &cidos biliares que llegan al -
higado a través de la circulacidn enterohepética, mien--
tras que el segundo depende del nivel hepéatico de coleste

rol.

"En"16 due respecta al primer mecanismo, diver-
sos estudios han mostrado un control de la produccidn -
por retroalimentacién. Asi, tras la canulacidén del con--
ducto biliar, interrumpiendo por tanto la ciruculacidn -
enterohepatica (77), o la administracién de colestirami-
na, una resina de intercambio idnico capaz de unirse a -
los acidos biliares (78), se ha observado un marcado au-
mento en su excrecidn. Aunque estos estudios indican de
forma inequivoca que la interrupcidén de la absorcidn ace
lera la produccidn, el mecanismo exacto por el que se ar

ticula este sistema no esta del todo claro.

Respecto al ségundo mecanismo, Mathé y Cheva-
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lier (79) exponen que el proceso determinante de la dina
mica del sistema de colesterol plasmitico seria el trans
porte particulado de lipoproteinas hacia el higado, trac
to digestivo y gléndulas. Este proceso gobernaria a su -
vez las diversas rutas de eliminacién del colesterol plas
matico dando lugar a &cidos biliares, excrecidn fecal de

colesterol y de esteroides urinarios.

Gran parte de los aspectos cuantitativos y cua
litativos de la secrecidédn biliar de colesterol son seme-
jantes en el hombre, la rata Yy otros animales. Sin embar
g0, existen diferencias esenciales que deben ser conside
radas. Por ejemplo, tras la administracidén de una dieta
con bajo contenido en colesterol, el nivel de saturacidn
de colesterol en la bilis varia entre las distintas espe
cies. La rata y elperro presentan una concentracidn bi--
liar menor que diversos primates, incluido el hombre (83,
84). Cuando se aumenta la dosis de colesterol en la die
ta, el hombre y/o otras especies incrementan su excrecioén
biliar mientras que en rata puede incluso disminuir (86,
87).

La excrecidn fecal esta influenciada por diver
sos factores, habiéndose demostrado que la excrecidn fe—-—
cal total se encuentra inversamente relacionada con el -
coeficiente de absorcidn del colesterol. Sin embargo, al
evaluar la relacidn entre la absorcién y el flujo de co-
lesterol secretado desde el intestino al lumen intestinal,
se obtienen valores bastante constantes,lo que indica, -
en rata, una independencia de este parametro con respec-

to a las condiciones nutricionales (88).
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En ratas alimentadas con una dieta libre de es
teroles, el contenido intestinal de estos compuestos,que
incluye el colesterol y algunos de Sus precursores bio--
sintéticos, sufre una modificacidén bacteriana en el cie-
go y colon. Asl, parte del colesterol es transformado a
coprostanol por reduccién del doble enlace del carbono 5
(88,89). La formacidén del coprostanol también se encue--
tra fuertemente influenciada por factores dietarios, ha-
biéndose observado un marcado incremento en su formacidn,
tras una alimentacidén con colesterol,asi como una inhibi
cidén tras la administracidén de una dieta suplementada -

con Acidos biliares (90).

1.C.- Papel del intestino en el metabolismo lipidico

Hl intestino delgado desempefia un papel clave
en la homeostasis del colesterol, tanto en animales como
en elhombre (80). - o

Es el Gnico lugar en el que se lleva a cabo la
absorcidén del colesterol exb6geno procedente de la dieta
y ademéds es uno de los tres drganos cuya aportacidén a la -
sintesis "de novo" es mas elevada.En rata por ejemplo, 1la
mucosa intestinal contribuye con un 24% a la sintesis -
global de colesterol en el cuerpo, comparado con el 50%
con que contribuye el higado (81). En otras especies, ta
les como el conejo, el hamster y posiblemente el hombre,
el intestino puede ser, cuantitativamente, el organo mas

activo en la biosintesis de colesterol (90-96)
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1.C.1.- Estructura del intestino delgado

La estructura del intestino delgado responde a
un patrdén comin en 1la mayoria de las aves y mamiferos, y
refleja la respuesta a dos necesidades: el intestino debe
presentar una superflcle muy extensa para la absor01on Yy
ha de caber en el pequefio volumen de 1la cav1dad abdominal.
Para cumplir tales requisitos, forma asas y presenta va-
rios tipos de proyecciones dirigidas hacia la luz intes-

tinal que incrementan notablemente su superficie.

A lo largo del intestino delgado pueden distin
guirse tres regioneés: duodeno, yeyuno e ileon, que se -
corresponden con las porciones proximal, media y distal,
respectivamente de dicho érgano. En los tres segmentos,
la pared presenta la misma organizacidén estratificada: -
tres capas exteriores, la serosa, la muscular y la submu
cosa, rodean una capa interior denominada mucosa, que e€s
la m4s importante desde el punto de vista de la digestidn

y absorcidén de alimentos.

En los mamiferos, incluido el hombre, existen
tres tipos de proyecciones dirigidas desde la mucosa ha-
cia la luz intestinal.En orden de tamafio decreciente,y -
de mayor importancia fisioldgica, se suceden los pliegues
circulares, las vellosidades (villi) y las microvellosi-
dades (microvilli). Los pliegues circulares son crestas
de 8 a 10 milimetros de altura, que abarcan de la mitad
a dos tercios de la circunferencia interna del intestino.
Los pliegues comienzan cerca del extremo superior del -
duodeno y terminan hacia la mital del ileon, - estando

mas desarrollados en la Gltima porcién del duodeno y en
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el segmento inicial del yeyuno. Los pliegues aumentan -

la superficie intestinal hasta tres veces.

El intestino de los micromamiferos y de las aves
carece de los citados pliegues y posee Unicamente vello
sidades y microvellosidades. Las vellosidades o*villi”se
proyectan a la luz intestinal desde los pliegues o desde
la superficie mucosa que los rodea. Su densidad estad com
prendida entre 10 y 40 por milimetro cuadrado. Las vello
sidades intestinales tienen Qna altura comprendida entre
0.5 y 1.5 mm, aumentando de esta manera 10 veces mas
la superficie expuesta al contenido intestinal. Entre 1las
vellosidades existen depresiones, denominadas criptas, -
que penetran hasta la muscular. En el interior de cada -
vellosidad se encuentra una red de vasos sanguineOSyiliQ
faticos en los mamiferos, y solo la red sanguinea en el
caso de las aves, gue aparecen sostenidas por una trama
de tejido fibroso, siendo a estos sistemas que ocupan la
parte central de la vellosidad hacia donde se transportan

las sustancias nutritivas después de la digestidn.

La vellosidad intestinal est& cubierta por un
epitelio uniestratificado (enterocitos). El epitelio a -
su vez estd formado por dos tipos principales de células:
las células caliciformes, que segregan el moco que recu
bre y protege la pared intestinal, y las células que rea
lizan la absorcidén, implicadas en funciones de digestidn
y transporte. Entre las células epiteliales que protegen
las criptas y las que recubren la vellosidad intestinal,
no hay solucidén de continuidad. No obstante, las primeras

difieren de estas Gltimas en que son mas cortas, aproximada
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mente clbicas,y en que algunos detalles de su superfice
estén menos desarrollados. Ademis, en las células de las
criptas, pero nunca en las de la vellosidad, pueden ob--

servarse figuras mitdticas caracteristicas de la divisidn
celular.

En observaciones llevadas a cabo a microscopia
optica,parece ser que las células de las vellosidades -
tendrian como funcién principal la de la absorcidn,y las
de las criptas tendrian como funcidén principal la secre-
tora, si bien la diferenciacidén funcional no seria tan
clara, pues actualmente también se implica a las células

de las criptas en los procesos de absorcidn intestinal

Yy a las de las vellosidades en procesos de secrecidn.

En 1958 Ch.P.Leblond y B. Messier demostraron
que las células de las criptas migraban hacia el extremo
apical de las vellosidades al observar que. tras la. inyec
cién de timidina tritiada a ratones, el isbétopo aparecia,
transcurridas unas horas, en las células de las criptas,
y que al cabo de las 24 horas la timidina tritiada, se -
detectaba en células situadas hacia la mitad de la vello
sidad, encontrando que pasadas 48 horas, las células mar
cadas se localizaban en el extremo apical de la vellosi-
dad intestinal. Este ciclo de proliferacidn y migracidn
de las celulas epiteliales de la vellosidad requiere apro
Ximadamente 48 horas y abarca elmismo intervalo de tiem-

po en aves y mamiferos (82).

Cuando las células alcanzan el extremo apical

de la vellosidad, se desprenden en la luz del tubo diges
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tivo, arrastrando con ellas las enzimas digestivas que -

poseen.

La caracteristica mas distintiva de las célu-
las que realizan la absorcidn,es el borde estriado que -
recubre la superficie luminal de la célula . Estas peque
flas proyecciones denominadas microvellosidades (microvilli)
son las responsables del incremento de la superficie del
intestino en un factor de alrededor de 20 . Asi, la -
superficie intestinal humana que en principio se creia -
de alrededor de 15 metros cuadrados, abarca en realidad
unos 300.

La membrana que recurre las microvellosidades
constituye la barrera real que deben atravesar las sus--
tancias nutritivas para penetrar en el interior del orga
nismo, gracias a un dispositivo de enzimas y sistemas de
transporte integrados en esta merhrana de la microvello-
Sidad y no simplemente asociados por algﬁﬁ'tipo de inter
accidén labil. Este es el caso de la fosfatasa alcalina,
una enzima de naturaleza glucoproteica, presente en la -
membrana de la microvellosidad de las células de los villi

y ausente o con muy baja actividad en la de las criptas
(240).

El intestino delgado del pollo es comparativa-
mente mas corto respecto del de mamiferos y presenta un
didmetro uniforme en toda su longitud. La estructura his
tolégica es también similar a la de mamiferos aunque con
algunas diferencias tales como la ausencia de vasos lin-

faticos en la submocosa que rellena la vellosidad, de ma
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nera que esta regidn esti uUnicamente irrigada por capila
res sanguineos. Este hecho esté relacionado con el rela-
tivamente escaso desarrollo que el sistema linfatico ad-
quiere en el pollo, y con la evidencia de que los lipidos
absorbidos se vierten a la vena porta y no a los vasos -

linfaticos , como ocurre en mamiferos (97).

1.C.2.- Absorcidén intestinal de lipidos

Los esteroles que se encuentran en el lumen -
intestinal derivan de la dieta, de la secrecidn biliar,
y de la mucosa intestinal, bien por descamacidn de sus -

células o ‘por secrecidn directa (91).

La absorcidén de colesterol en el intestino -
estd intimamente ligada a la de otros lipidos, como pone
‘de manlflesto el hecho de que en ausencia de trlgllcerl—

dos 1la absorcidn de colesterol apenas si tiene lugar (98).

Veamos como se lleva a cabo la absorcidn de -
grasas en el intestino delgado. Las grasas llegan al duo
deno como una emulsidén grosera, pero en la porcidn media
y distal, al ponerse en contacto con las secreciones pan
creatica y biliar, van a sufrir profundos cambios fisico-

quimicos, que continuaréan a lo largo del yeyuno.

Las sales biliares son unos potentes detergen-
tes debido a su naturaleza anfipatica, lo que les permi-
te solubilizar compuestos mucho menos polares, tales co-
mo acidos grasos , monoglicéridos, colesterol, etc. La -

solubilizacidén de estos compuestos se realiza gracias a
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1a formacidén de micelas, que son de fundamental importan

cia en el conjunto de la absorcibén de grasas.

Los componentes primarios de las micelas son -
4cidos grasos, monoglicéridos y sales biliares, denomi--
nandose las mlcelas asi formadas micelas mixtas. Como -
consecuencia de la forma01on de tales mlcelas, las gotas
de triglicéridos que en principio alcanzaban diametros -
del orden de 5‘pm, se convierten en micelas de didmetro

uniforme de aproximadamente 3-5 nm.

Durante la formacidén de las micelas, la lipasa
pancreatica se liga a los triglicéridos emulsionados. Pa
ra su actuacidn es necesaria la presencia de una pfotei—
na denominada colipasa (99), que se liga a la superficie
de la micela gracias a la carga neta negativa que le con
fieren las sales biliares. La colipasa actua como un an-
cla para la llpasa pancreatlca que es la encargada de hi
drolizar los trlgllcerldos del nucleo de la micela. Sales
biliares, colipasa y lipasa forman un complejo ternario,
gue necesita Ca2+ para desarrolar la maxima actividad -
lipolitica (100).

La lipasa pancreadtica hidroliza preferentemen-
te los acidos grasos situados en posicién 1 y 3 de los
triglicéridos, y en menor grado los situados en posicion
>. Ademés de la lipasa, el jugo pancreatico contiene una
esterasa que es responsable de la hidrdlisis completa -
del 10-15% de los triglicéridos de la dieta. Esta enzima
parece ser también la resposable de la hidrblisis de las

vitaminas liposolubles (101).
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El proceso  de 1la digestidén convierte por tan-
to a las grasas en compuestos mas polares, que son capa-
ces de interactar con el agua. Los lipidos, en el lumen in
testinal, se encuentran en equilibrio entre la fase lipi
dica, micelar y acuosa (100,102). El1 desplazamiento del
equilibrio hacia la fase micelar se ve favorecido por la

presencia de &acidos biliares y determinados valores de -

pPH.

Para satisfacer las necesidades de &cidos bi--
liares en los procesos de absorcibdn, es necesario reab--
sorber los excretados en la bilis, ya que la produccidn
diaria es mucho menor que la que se necesitaria (en el -
hombre se necesitan entre 12 y 18 g diarios, y sblo se -
sintetizan 0.5 g). La reabsorcidén de las sales biliares
se realiza por absorcidn pasiva, excepto en el ileon que
se hace de forma activa (103,104).

- Los ésteres de colestercl no son facilmente iﬁ

corporados a la fase micelar y por tanto deben ser hidro
lizados antes de su incorporacién. La forma quimica en -

la que el colesterol penetra en el enterocito, es en es-

tado libre. La enzima que cataliza la reaccién es la co-

lesterol éster hidrolasa, secretada en el jugo pancreati

co. Se ha mostrado que esta hidrolasa requiere sales bi-

liares del tipo 3,7,12 trihidroxi para su actividad (105-
107).

la absorcidén de las grasas se realiza de forma
pasiva, sugiriéndose la pinocitosis como el mecanismo -
por el que son transportadas a través de la membrana (108),

como ponen de manifiesto numerosos estudiosrealizados
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a microscopia electrénica. En un trabajo clésico, utili-
zando cortes intestinales, Strauss (109) demostrd por -
técnicas de microscopia electrénica y autoradiografia -
que los 4acidos grasos pueden penetrar a las células de -
la mucosa intestinal a 4°C, hasta una zona rica en reti-
culo endoplasmidtico liso. Resultados de Strauss fueron -
corroborados posteriormente, comprobandose ademés que - -
durante la absorcién,la membrana externa sufria ciertas

modificaciones (110).

Westergaard y Dietschy han postulado la exis--
tencia de una fina pelicula de agua que recubriria la -
mucosa ("Unstirred water lager") y que representaria una
importante barrera en el proceso de absorcibén (111,112).
El espesor de esta pelicula de agua seria entre 100 y -
400 pm. La misidén de las micelas seria la de actuar como
vehiculos encargados de transportar los productos de la
lipolisis hasta la membrana plasmatica del enterocito y
asi poder vencer la resistencia que 1les opondria esta -
pelicula de agua. La difusidén de la micela a través de -
esta capa de agua es inversamente proporcional a la raiz

cubica de su peso molecular.

En conjunto,los lipidos pueden ser absorbidos
al menos de tres formas distintas: a) la micela puede a-
travesar la membrana del enterocito en forma intacta; b)
al tomar contacto con la membrana puede ocurrir que ésta
absorba todos los lipidos componentes de la micela excep
to los acidos biliares que son excretados de nuevo al 1lu
men, y ¢) la micela no llega a penetrar en la membrana -
del enterocito, pero los lipidos que la componen, excep-—

to los &cidos biliares, difunden a su través (111).
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Los &4cidos grasos de cadena corta o media pue-
den atravesar libremente la pelicula de agua que rodea -
la mucosa; no obstante, la formacidén de micelas favorece
su absorcidén. En contraste, el colesterol ve disminuida
enormemente su absorcidén en las condiciones en las que

la formacidén de micelas se ve disminuida (98).

El proceso de transporte de colesterol a tra--
vés del enterocito es mal conocido. Se sabe que es mucho
mads lento que el de los glicerolipidos y ésto es debido
a que el colesterol absorbido se mezcla y diluye con el
colesterol estructural de la célula. E1 tiempo medio de
retencidn del colesterol en el enterocito es de 12 horas.
Durante su permanencia y transporte a través de la célu-
la, gran parte del colesterol es esterificado por acidos
grasos, tanto por la acil-CoA: colesterol aciltransfera-

sa (ACAT), como por la colesterol esterasa (113,114).

e e

1.C.3.- Formacién de lipoproteinas en el enterocito. -

Transformacidén del material absorbido.

El colesterol presente en el enterocito puede
considerarse de tres tipos de acuerdo con su origen: a)
el sintetizado "de novo", b) el absorbido de la dieta o
de la secrecidén biliar y c) el tomado de las lipoprotei-

nas sanguineas (115,116).

El colesterol presente en el interior del ente-
rocito puede ser excretado al lumen intestinal (donde -
puede ser reabsorbido o excretado en las heces), o bien -
transportado al resto del organismo (117). Para su trans

porte por esta segunda via, el enterocito lo empaqueta, -
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junto con otros lipidos, en una forma fisica estable, -
que es conseguida mediante la formacién de unas particu-
las con un nacleo de triglicéridos y ésteres del coleste
rol, y una cubierta formada por fosfolipidos y proteinas.
Estos agregados, en el caso de los mamiferos, son parti-
culas VLDL y gquilomicrones,y en el caso de las aves, unas
particulas VLDL de gran tamafio, también denominadas por-
tomicrones (118). La composicidén de estas particulas va-
ria de acuerdo con una gran cantidad de factores. En el
hombre, los quilomicrones tienen un tamafio comprendido -
entre 50-450 nm y sus constituyentes varian alrededor -
de los siguientes valores: 85-95% de triglicéridos, 4-9%
de fosfolipidos (principalmente fosfatidilcolina), 0.2 a
1.4% de colesterol libre, 0.2-0.7% de coelsterol esteri-

ficado y en torno al 0.6% de proteinas (119).

La sintesis de los quilomicrones comienza en -
el reticulo endoplasmatico 1liso,con la ac'ilacidn de los
monoglicéridos procedentes de la absorcidn, en tanto que
el reticulo endoplasmdtico rugoso parece ser el implica-
do en la acilacién del glicerol-3-P (120). Los triglicé-
ridos aparecen como gotas grasas en el interior de las -
cisternas del reticulo endoplasmatico liso , a menudo

en expansiones bulbosas.

Los fosfolipidos y proteinas de la cubierta de
los quilomicrones son producidos en el reticulo endoplas
matico rugoso. A medida que la absorcidén de grasa progre
sa, el tipo y el nimero de gotas aumenta y eventual--
mente el reticulo endoplasmatico se pinza, formando vesi
culas que posteriormente se separan y que contiene en -

su interior abundantes lipidos (121). Estas vesiculas se
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funden con el aparato de Golgi, (donde tiene lugar la -
adicidén de azlcares a las proteinas de la cubierta) pa-
ra ser transportadas a la membrana lateral del enteroci
to. Posteriormente las membranas se funden y el gilomi-
crén es expulsado al esapacio intercelular (102), desde
donde es recogldoporel sistema llnfatlco,en el caso, de

los mamlferos,o por el 51stema porta hepatlco en el de

las aves.

Usando inhibidores de la sintesis de proteinas
tales como la puromicina, etionina o acetoxicicloheximiaa,
fué posible producir una abetalipoproteinemia experimen
tal en animales. ESta enferemedad se caracteriza por -
la aparicidén de grandes gotas grasas en el interior de
la céula de la mucosa y la disminucién en la produccidn
de quilomicrones(122-124). Estas observaciones sugieren,
que los inhibidores de la sintesis de proteinas inter--
fieren en la absorcidn de grasas,y que la biosintesis -
de proteinas por la mucosa intestinal juega un papel -
critico en el conjunto del proceso de absorcién de gra-

sas.

1.C.4.- Sintesis intestinal de lipidos

1.C.4.1.- Biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos

Existen tres mecanismos distintos para la sig
tesis de triglicéridos en la mucosa intestinal. Uno de
ellos emplea glicerol-3P y otro dihidroxiacetona fosfa-

to como acil aceptor. Ambas rutas estén implicadas en la
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biosintesis de fosfolipidos y triglicéridos, compartien
do unas secuencias comunes, y ambas utilizan el acil-CoA
como acil donador. La tercera via es utilizada para fo£
mar exclusivamente triglicéridos y se inicia a partir -
de los monoacilglicerol obtenidos tras la hidrdlisis -

de los triglicéridos de la dieta.

Laxpfiﬁefa efapé déﬁia'fbfmaciéhiae?iéé ffiadil—
glicéridos es la acilacidn de los hidroxilos libres del
gliceril-fosfato por dos moléculas de acil graso-CoA -
para formar primero un &acido lisofosfatidico y después
un Acido fosfatidico, por la accidén de la enzima glice-

rofosfato acil transferasa.

La especificidad de los dcidos grasos para la
acilacidén del glicerol-3P ha sido investigada, mostran-
dose una preferencia hacia los Adcidos grasos de cadena
larga (125), como se ha puesto de manifiesto con miris
tato y palmitato en diferentes especies (125,126). Esta
incorporacién ademés se ve complicada por el hecho ob--
servado por Brindley (127) dé que la presencia de aci--
dos grasos insaturados afecta notablemente a la conver-

sién de dcido fosfatidico a triglicéridos.

El dcido fosfatidico formado en las células de
la mucosa intestinal permanece fuertemente ligado a las
membranas del reticulo endoplasmatico (128). El &acido -
fosfatidico formado en los microsomas puede ser hidroli
zado a 1,2-diacilglicerol por accidn de la fosfatidato
fosfohidrolasa citosblica para formar un diacilglicéri-
do (129). La existencia de una fosfatidato fosfohidrola

sa microsémica, también ha sido puesta de manifiesto(130).
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La enzima utiliza el &cido fosfatidico como sustrato. -
Las actuales evidencias sugieren que la enzima citosdli
ca es la responsable de la mayor actividad asociada con
la biosintesis de glicéridos, como se deﬁuestra al agre
gar sobrenadante libre de particulas a una preparacidn
de microsomas. Estos hechos, que originalmente fueron -
puestos de manifiesto en higado, también se han demos—-—
trado en mucosa intestinal (131). El resultado es 1la -
formacidén de diglicéridos del tipo 1,2 que pueden ser u
tilizados para la biosintesis de triglicéridos y fosfo--
glicéridos. En la ruta conducente a los triacilglicéri-
dos, el diacilglicérido formado reacciona después con -
una tercera molécula de acil graso-CoA, para rendir un
triacilglicérido por la accidn de la diacil-gliceril- -

acil-transferasa.

La segunda ruta implica la dihidroxiacetona -
qufaﬁo, la cual es acilada formando el l-acil derivado;
la écildihidfoxiaoeﬁoha—? es-réduCida usandvaADPH y -
rindiendo acido lisofosfatidico, que posteriormente es
acilado para formar acido fosfatidico. Esta via fué pues
ta de manifiesto en mucosa intestinal por Rao y cols.en
1970 (132) y posterirmente confirmada por Brindley en -
1984 (102), aunque todavia no se conoce su importancia

relativa.

Uno de los productos mayoritariamente formados
en la digestién de los triglicéridos, son los monoacilde
rivados junto con los acidos grasos . libres. La prime-
ra evidencia sobre la importancia de los monoglicéridos
en la biosintesis de triglicéridos por la mucosa intes-

tinal, fué aportada por Clark y cols. en 1961 (133). Ac
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tualmente se sabe que, en gran variedad de especies, -
incluidos rata’, nombre y también en el pollo, la ruta -
de los monoacilglicéridos es la de mayor importancia en
1a sitnesis de triglicéridos por la mucosa intestinal,
representando entre el 75-85% del total de triglicéri--
dos formados en dicha mucosa. LoOS monoacilglicéridos -
formados enrla,digestién;intestinal,pueden.ser directa=..
mente acilados por la acil—gliceril—acil—transferasa,_—
para formar diacilglicéridos, sin aparecer el acido fos

fatidico como intermediario.

La misma enzima acila los 1, 2y 3-momacil-
glicéridos, formando los corespondientes diacilglicéri--
dos (134), aungue mostraba preferencia por los 2-monoa-
cilglicéridos (135). La Vmax de la reaccidén era similar
tanto para los 1- como para los 2- monoglicéridos; sin
embargo la Km para el isébmero 1- era mas elevada que -
para el 2 (136).

Estudios posteriores demostraron que los 2-mo
noacilglicéridos eran acilados especificamente en la po

sicién 1, formando 1-2-diacilglicéridos (129).

La sintesis de triacilglicéridos, tanto por la
via del glicerol-3P como por la de los monoacilglicéri-
dos se lleva a cabo principalmente éen la fraccidén micro
somal de lacélula de la mucosa intestinal. Se ha mostra
do que 1los diacilglicéridos no estidn en equilibrio con

los triacilglicéridos (128).
Una significativa biositesds de fosfoglicéri-

dos se realiza por la via del glicerol-3P, pero no por

la via del monoacilglicerol, que se utiliza preferente-
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mente para sintetizar di y triglicéridos. Estas observa
ciones estén sustancialmente de acuerdo con que los dia
cilglicéridos sintetizados a partir de monoacilglicéri-
dos, no se incorporan a fosfatidil colina, en contraste
con los formados por la via del glicerol-3P. Sin embar-
go, los diacilglicéridos formados por ambas vias, si -

pueden ser précursores de triglicéridos’ (129). = “iuiT

Actualmente se piensa que la mayoria de fos-
folipidos formados en la mucosa intestinal proceden de
la acilacién del l-monoacilglicerofosforilcolina produ-
cido en el lumen intestinal por la digestidn incompleta
de la fosfatidilcolina (102).

Mausbach en 1973 sigirid que las enzimas im--
licadas en la biosintesis de la fosfatidilcolina y en -
la acilacidén de los diacilglicéridos, tenian diferente
actividad en células de las criptas que en las células
apicales de la vellosidad (137). Posteriormente Negrel
y Ailhaud demostraron que labiosintesis de triacilgli--
céridos por la via monoacilglicéridos, era mas elevada
en los microsomas obtenidos de celulas apicales de la -
vellosidad, que en la de los obtenidos de células de -

las criptas (138).

Se ha observado que una dieta rica en trigli-
céridos incrementa la actividad de algunas enzimas rela
cionadas con la absorcidén de triglicéridos, no sélo en
las células apicales, sino también en las criptas. Es—-
tas observaciones se han confirmado, al mostrarse que -

una dieta libre de grasas inducia un ‘descenso en la ac-



tividad de la enzima monoacilglicerol aciltransferasa -
a lo largo del intestino (139,140). Estos resultados -
sugieren que la actividad monoacilglicerol aciltransfe-
rasa puede ser inducida por sustrato. . También se ha p@
dido demostrar una activacidén de esta enzima en ileon -
tras la extraccidén del yeyuno, y la subsequente alimen-

tacidén con una dieta rica.en grasas (141). ,.....-

Se ha demostrado que el ayuno reducia notable
mente la capacidad del hamster para esterificar acidos
grasos (142), penséndose que esto puede ser debido al
descenso en estas condicianes de los precursores del -
glicerol. la activacion de los Adcidos grasos se ha pen-
sado que también juega un papel fundamental en la regu-
1acién de la absorcién de grasas, como se ha puesto de
manifiesto durante el ayuno nocturno, en el que se€ ha -
observado un descenso en la actividad de la monoacil- -

glicerol-acil-transferasa (143).

Se han descrito algunas manipulaciones hormo-
nales que influyen.enla biosintesis de los acilglicero-
les. La adrenalectomia ha mostrado un descenso en la ac
tividad de acil-graso-CoA ligasa, la mono y diacilglice
rol acil transferasas y en la esterificacidén del glice-

rol-3P por la mucosa intestinal (144,145).

Puesto que la distribucidén celular y subcelu-
lar de la ruta del 3-fosfoglicerato y del monoacilglice-
rol es la misma, se ha sugerido la interrelacidén en es-
tas dos vias como un posible mecanismo de control en la
biosintesis de triglicéridos y fosfoglicéridos (146).En

efecto, se ha observado una inhibicién de la acilacidn
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del glicerol-3P en presencia de monoacilgliceroles, tan
to en cortes de intestino como en microsomas. Que era -
una inhibicién directa y no una competencia por la dis-
ponibilidad del acil-CoA, se mostrd al comprobar que el
andlogo del 3-monoacilglicerol, el 3-éter monoacilglicerol
(que no puede ser acilado por las acil transferasas) -
también inhibia 1a reac¢cién (147). Este mecanismo de -
control permite a la célula de la mucosa intestinal -
sintetizar triglicéridos por una u otra via, en funcidn

de la disponibilidad o no de monoacilgliceroles.

1.C.4.2.- Biosintesis intestinal de colesterol Yy Su re-

gulacidn.

Como anteriormente hemos indicado, la mucosa
intestinal juega un papel clave en el metabolismo del -
colesterol, tanto por ser la responsable de la absorcidn
del colesterol de la dieta, como por ser uno de los 6r-

ganos mas activos en su sintesis 'de novo'.

La estructura fisioldgica y anatdémica del in-
testino es compoleja, debido a las notables diferencias
existentes en su morfologia y funcién, tanto horizonta}l
mente a lo largo de su longitud, como verticalmente a -
lo largo del eje de la vellosidad. Esto sugiere la posi
bilidad de que la sintesis de colesterol en estas dife-
rentes regiones cumpla funciones distintas; asi, el co-
lesterol sintetizado en las células maduras de la vello
sidad se dedicaria fundamentalmente a ser empaquetado -
en quilomicrones (148), en tanto que el sintetizado por

las células de las criptas, se destinaria a satisfacer -
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las necesidades derivadas de la alta tasa de divisidn -

registrada en esta regién de la vellosidad (149).

Dietschy, usando agua tritiada como sustrato,
ha encontrado que, tanto '"in vitro" como "in vivo'", las
células inferiores de la vellosidad y las de las crip--
tas, tanto en_yeygno,comq‘en,ilepn,lergn,las mas activas
en la sinteéiévde eStérolesvprecipitables con digitoni-
na (150), informando de una alta tasa de sintesis para
las restantes células de la vellosidad. Sin embargo, -
Merchant'y Heller, habian informado anteriormente que -
las células superiores de la vellosidad incorporaban -
14C—-acetato mas activamente a esteroles, que las célu--
las de las criptas (151,152).

Respecto de la méaxima actividad colesterogéni
ca a lo largo del intestino, Stange y Dietschy (150) in
forman que el ileon de rata es la regién mas activa en
la incorporacidn de agua tritiada a DPS. Sin embargo o--—
tros autores (153) utilizando 14C—acetato como precur--—
sor, encontraron que en conejo la regiéon media del in--

testino era la mas activa en la sintesis de colesterol.

Con la informacidn que actualmente se dispone
cabe pensar que,en estudios llevados a cabo tanto "in
vitro" como 'in vivo', los valores mostrados respecto -
de la contribucidén relativa de cada uno de los oOrganos
6 regiones del intestino a la sintesis global de coles-
terol, dependen tanto de la técnica empleada como de la
especie estudiada. En cerdo, usando acetato como precur
sor, se ha demostrado que higado e intestino delgado -

son los érganos mas activos de la sintesis de colesterol
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(154). En cabra, el tejido adiposo y el intestino son -
los 6rganos que exhiben mayor tasa de sintesis de coles
terol, mientras que el higado posee una tasa atn menor
que cerebro (155,156). De la misma manera Taylor y cols
(157)‘han hallado en el hombre tasas comparables de in-
corporacidén de acetato a colesterol en cortes de higado
e iﬁtegtihéguéﬁ'cbntrapoéicién'a los resultados mostra-
dos por Krumkied y Ho (158) y Angel y Bray (159), que en
el mismo origen, encuentran que el higado es el organo -

preponderante en cuanto a la colesterogénesis.

La tasa de sintesis de colesterol en el intes
tino, esﬁé'aparentemente sometida a una compleja regula
cién, que viene determinada por la cantidad de estero--
les absorbidos desde el lumen intestinal, el tomado en
forma de lipoproteinas o el requerido:por la célula pa-

ra satisfacer sus necesidades (92,93,116,148-150).

‘En tanto que la relacién entre el colesterol de
la dieta y su biosintesis en el higado se ha estableci-
do de forma inequivoca, la regulacién de la colestero--
génesis intestinal por el colesterol de la dieta, ha -
sido ampliamente discutida (160-162). Sin embargo, evi-
dencias acttiales ponen de manifiesto una clara supresién
de la sintesis intestinal de colesterol debida al cotes
terol intraluminal, en distintas especies, incluidos -
hombre y rata, siendo mas manifiesta en aquellos que -
son mas sensibles a la hipercolesterolemia como ocurre
conzél hamster, pollo y conejo (148,163-166). Con una -
dieta rica en colesterol se ha comprobado que aumenta -
la Sintesis de acidos biliares y los niveles de colestg

rol en las células intestinales (167), pensandose en -
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principio que estes dos efectos podrian ser las razones
que explicaran la inhibicién de la sintesis, pero Schnei
der y cols (168) no pudieron demostrar una inhibicidén -
de la biosintesis de colesterol por sales biliares en -

cultivos de células intestinales.

.La .colestiramina, como anteriormente..hemos -~
mencionado, es una resina de intercambio idnico que no
puede ser metabolizada ni absorbida en el tracto gastro
intestinal, pero que actla secuestrando acidos biliares

del lumen intestinal e incrementando su excrecidn fecal.

El efecto producido por una dieta suplementada
con colestiramina sobre la sintesis de colesterol varia
notablemente dependiendo del organo y de la especie es-
tudiada. Asi, en el cobaya la colesterogénesis se vidé -~
notablementeaumentada tanto en pulmén como en higado ;
sinembargo en ileon, losincrementos encontrados en eran

significativos (169).

El efecto hipocolesterolémico de la colestira
mina en el cobaya, es mucho mas elevado que el descrito
en otras especies. En pollo (170) y en humanos, (171) ,
la alimentacidén con.colestiramina disminuye los niveleé
plasmaticos de coiesterol por debejo del 25% y sin em--
bargo no tiene efecto en ratas,a las que si afecta en -
1a sintesis de colesterol tanto intestinal como hepati-
ca,provocando un aumento en la actividad colesterogéni-
ca (172).

Dado que en ratas alimentadas con colestirami

na, los niveles plasmaticos de colesterol apenas si su-
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fren variacién, los niveles de sintesis de colesterol, -
tanto en higado como intestino, se deben incrementar 1lo
suficiente como para compensar las pérdidas fecales tan
to de a4cidos biliares como de colesterol. En cambio, en
el cobaya, los niveles plasmiticos de colesterol descien
den drésticamente tras la alimentacidn con colestiramina
debido'a que al no aumentar la colesterogénesis intesti
nal en estas condiciones, el incremento de actividad co
lesterogénica en el higado, no es suficiente para com--

pensar las perdidas fecales (169).

De cualquier manera, el secuestro de &cidos
biliares por la col'estiramina, es aceptado como un po--
tente factor estimulante de 1la colesterogénesithanto -
intestinal como hepatica, aGn cuando en determinadas es
pecies como elconejillo de indias y el cerdo no se ha -
podido poner de manifiesto (173,174). Dicho secuestro -
incide negativamente sobre la absorcidn de grasas y co-
lesterol por la célula intestinal y su posterior trans—
porte hasta la linfa, como pone de manifiesto el acUmu-
lo de grasa detectado en el enterocito tras la alimen--

tacién con una dieta con colestiramina (175).

Las fibras son sustancias derivadas de las -
plantas, que no pueden ser digeridas en el intestino.Se
ha constatado que una dieta que incluya fibra vegetal -
en su composicidén, reduce la sintesis de colesterol en
el intestino. En rata, una dieta prolongada conteniendo
el 10% de  pectina (P/P) reduce la sintesis de coles--—
terol hasta un 33% y un 52% en yeyuno e ileon,respecti-
vamente, siendo las células de las criptas las que mos-

traban una reduccidén més acusada (176).
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El clofibrato y probucol son drogas a las -
que se le reconocekun efecto hipocolesterolémico. Asi,
el clofibrato reduce principalmente los‘niveles de VLDL
en el hombre mientras que el probucol reduce mas eficaz
mente los niveles de LDL y HDL en el hombre que los de
VLDL. Se ha comprobado en rata,que en ensayos "in vitroz
el clofibrato disminuye la sintesis de colgstrol Y,éCif
doslgraéos en células de la vellosidad de yeyuno, pero

no en las de las criptas (177).

Si bien la informacidn de que se dispone res—
pecto a la regulacidn hormonal de la colesterogénesis -
hepatica es amplia, la referente a intestino es mas es-
casa,Feingold y col. (178), usando agua tritiada para -
evaluar la sintesis de '"novo" de colesterol, informan -
que en ratas con ‘diabetes mellitus’ inducida por estrep-
tozotocina, la colesterogénesis intestinal se vé incre-
mentada de dos a tres veces respecto de ratas controles,
comprobandose asi mismo que el colesterol presente en -
el conducto tbfécico se habia incrementado hasta cuatro
veces (179). En el mismo sentido Goodman y col (180) ob
tuvieron anteriormente los mismos resultados, a la vez
que comprobaron que el glucagdn podia reducir la coles-
terogénesis intestinal hasta un 42%, sugiriendo que el -

efecto podria ser mediado por nucledtidosciclicos.

Las lipoproteinas plasmaticas circulantes e--
jercen una gran influencia sobre el metabolismo del co-
lesterol en el interior de la célula. Al menos en rata y
hamster, el intestino es el segundo brgano en importan--
cia en la toma de LDL plasmaticas, tanto dependiente de

la presencia de receptores de membrana como independien.
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te (181). También se ha puesto de manifiesto receptores
de membrana capaces de reconocer HDL en la membrana ba-
solateral del enterocito (182).

En rata se ha comprobado que el colesterol -
sintetizado por el enterocito es cuantitativamente méas
importaﬁte que el tomado por LDL (183). Stange y Diets-
chy (183) informan que la toma de LDL por el intestino
no varia significativamente en longitud a pesar de que
existen regiones diferenciadas en este 6rgano en cuanto
a su capacidad colesterogénica (méxima en la porcidén -
terminal del duodeno e ileon y proximal . del yeyuno de
rata). Respecto del eje vellosidad-cripta, al menos en -
rata y hamster, el 70% de las LDL tomadas por.el intes-
tino, corresponde a la regidén inferior de la vellosidad

y de las criptas.

Cuando el flujo de colesterol a través de las
células epiteliales de la mucocsa eé'altefaddfﬁpéfléjeh4
plo por una dieta rica en triglicéridos o por la presen
cia de. colestiramina , que pueden aumentar hasta siete
veces la sintesis de colesterol intestinal ., la toma de
LDL por el intestino permanece inalterada (183). Estos
estudios sugieren que en el intestino, la sintesi local
de colesterol es capaz de atender las demandas celula--—
res de este compuesto, tanto en condiciones normales -
como en aquellas en las que el flujo normal de coleste-

rol se vé alterado.

Recientemente distintos autores han postulado
la existencia de distintos "pool" de colesterol en el -
enterocito, que no estan en equilibrio entre si, utili-

zdndose cada uno de ellos para satisfacer distintas ne-
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cesidades (184).

Como se indica en el esquema 4, el colesterol
sintetizado '"de novo" pasaria a formar parte integramen
te de un "pool'" de colesterol metabdlicamente activo, -
al cual se integrarian, aunque en menor grado,el coles-
terol tomado de las particulas LDL y parte del coleste-
rol absorbido de la dieta. La mayor parte del coleste--
rol proveniente de esta Gltima fuente seria esterifica-
do y se utilizaria como componente del nicleo de los -
quilomicrones. El colesterol del "pool" metabdlicamente
activo seria utilizado para atender a las restantes ne-
cesidades celulares, a la vez gue una pequefia cantidad

se destinaria a la formacidén de quilomicrones.,

pool
sustrato

{uminal ACAT °
pool - _/ LP
activo \\W
B

colesterol

sintetizado

de nuevo

emb
A Acetil-CoA ' : /

Esquema 4
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1.C.4.2.1.- Importancia de la HMG-CoA reductasa intesti-
nal

La actividad de la enzima HMG-CoA reductasa, se
corresponde estrechamente con la velocidad de sintesis
de colesterol en una gran variedad de condiciones. A-
si, cuando la capacidad de sintesis de Colesterol hepa--
tico se modifica profundamente por manipulaciones en la
dieta, en cada instante la correlacién entre la sintesis
de colesterol y la actividad reductasa es sorporente(185).
Estas observaciones , Junto con los resultados de diveﬁ
sos autores (186), permiten asegurar que la reductasa
€s un punto clave en el proceso de regulacion, de la bio-
sintesis de colesterol, comportéandose como tal bajo muchas

condiciones fisiolbgicas.

Los trabajos de Chin y col (187) han revelado
qpe‘laAreductasa es una glucoproteina integral de mem--
brana de 97 Kd, contituida por 887 aminoacidos, cuya se
cuencia también descifraron. Recientemente Liscum y col
(188) han informado- que existen dos '"dominios'"en dicha
molécula: uno hidrofébico constituido por el tercio -
NH2-terminal y otro hidrofilico integrado por los dos -
tercios restantes. La porcidén hidrofébica de la molécu-
la se encuentra incrustada en la membrana del reticulo
endoplasméatico y unida a ella por siete puntos de ancla
je. La porcidén de proteina cmprendida entre el sexto y
séptimo punto de anclaje se proyecta hacia el lumen del
reticulo endoplasmédtico, encontrandose glucosilada por
una cadena oligosacaridica.Los dos tercios restantes, -
‘correspondientes al extremo CooH-terminal, pueden ser -
liberados de la membrana por accidn proteolitica y apa-

rece como un fragmento soluble de 53 Kd, integrado por
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548 aminoadcidos, que retiene toda la actividad catali--

tica de la holoenzima (108).

Diversos estudios de la HMG-CoA reductasa de
higado e intestino de rata, indican que ambos enzimas -
son similares. Las dos presentan ritmo 01rcad1ano, tie-
nen 01netlcas Slmllares, requleren NADPH vy rea001onan -

con antlcuerpos de reductasa de higado (189, 190)

Los estudios de Sugano y col (191) revelan -
que las propiedades de la HMG-CoA reductasa de intesti-
no de rata son muy similares tanto en células de las -
vellosidades como en células de las criptas, comproban-
do que tanto los valores del pH éptimo como los de Km -
de la enzima de ambos tipos celulares, son los mismos -
(7.0-7.2 y 41.7 pM respectivamente). Estos resultados -

le llevan a pensar que se trata de la misma enzima.

‘ Existe controversia acerca de cual es la re--
gién del intestino que presenta la méaxima actividad re-
ductasa.Panini y col (192) y Sugano y col (193), encuen
tran una actividad especifica creciente éen el sentido -
vellosidades-criptas. En cambio Muroya y col (194) y -
Merchant y Heller (151), encuentran la maxima actividad
reductasa en las células superiores de la vellosidad. -
En cambio,al menos en rata, parece ser que hay mas acuer
do a la hora de considerar el ileon como la regién que

presenta la maxima actividad reductasa (191,193,194).

En células de aves y mamiferos, la HMG-CoA -
reductasa se encuentra exclusivamente en la membrana de
1a fraccidén microsomal de los homogenados celulares. -

Alrededor de un 80% parece estar asociada al reticulo -
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endoplasmético liso y aparato de Golgi, aunque estudios
mas recientes sugieren que la reductasa se presenta en
el reticulo endoplasmético con alto contenido en riboso
mas (195). La localizacidédn subcelular de la actividad -
HMG-CoA reductasa intestinal, plantea bastantes proble-
mas, al parecer, por la interferencia del mucus en el
proceso de subfraccionamiento (192). No obstante la lo-
calizacidn microsomal de esta enzima parece estar sufi-
cientemente Probada (196).

La existencia de un ritmo diurno en la activi
dad de la HMG-CoA reductasa, fué puesto de manifiesto a
final de los afios 60, siendo posteriormente confirmada
por distintos autores en distintas especies y origenes,
entre ellos, higado e intestino de rata y pollo (197, -

198), no habiéndose podido poner de manifiesto en huma-

nos.

"Las causas del ritmo parecen deberse a una -
variacién en la sitesis y degradacién de la enzima (199,
200), aunque algunos autores también apunten los cambios
de luz, el tipo de dieta o la accidén de diversas hormo-
nas como otros posibles factores que incidirian en el -
ritmo, actuando a nivel de la sintesis-degradacién & ac-

tivacidn-inhibicidén (201).

En la mucosa intestinal, la actividad especi
fica de la reductasa, no varia en funcidén de la edad o
el sexo de las ratas. Estas diferencias respecto de otros
6rganos (higado, cerebro) pueden ser debidas a un dis--
tinto mecanismo de control operativo, sobre la regulacidn

en la actividad de la enzima (202).
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La regulacidén de la HmG-CoA reductasa es com-
pleja, y se han descrito varios mecanismos para explicar

las variaciones en su actividad.

Uno de los mecanismos de regulacidn es el de-
nominado modulacidén covalente consistente en una modi
ficacidén posttranscripcional mediante la interconversidn

de las formas activa e inactiva de la enzima.

En 1973 Beg y col (203) informaron que la re--
ductasa hepética se inactivaba '"in vitro" cuando los mi-
crosomas se incubaban con la fraccién citoplasméatica en
presencia de ATP y Mg++ . Posteriofmente Nordstrom y col
(204) observaron que la HMG-CoA reductasa, inactivada en
una reaccidén ATP dependiente, podria reactivarse mediante
incubacidn cmqunaenzimacitoplasméticaprocedentederdgado
de ratay en presencia de EDTA. La actividad de esta enzima
era totalmente inhibida por FNa 50mM, un inhibidor de fos-
fatasa, sugiriendo que la reactivacién incluia una defos-

forilacidén de la enzima previamente fosforilada.

En 1979, Field y col (205) mostraron que la -
actividad de la HMG-CoA intestinal era incrementada cuan
do se incubaba en presencia de FNa. Recientemente Oku y
col (206), informan gue la HMG-CoA reductasa intestinal
puede ser regulada por un mecanismo de fosforilacidén-de
fosforilacidén, aunque manifiesta que la enzima intesti-
nal es menos sensible a este mecanismo regulador que la
enzima hepatica y que la inactivacién por Mgi+ATP era -

relativamente baja.

Aungue ha quedado claramente establecido "in -

vitro'" el mecanismo regulador mediante fosforilacién-des-



fosforilacidn, el auténtico significado de su papel "in

vivo'" permanece ain por esclarecer.

La enzima HMG-CoA reductasa puede estar regu-
lada por un control "feed-back" por el propio coleste--
rol. Estudiando este efecto, Higgins y col (207) obser-
varon que 6 horas después de ingerir colesterol la acti
vidad reductasa era relativamente baja comparada con la
de animales controles; sin embargo, la cantidad de enzi-
ma permanecia constante.Al cabo de 12 horas se comprobd
que tanto la actividad como la cantidad de enzima habian
descendido de forma paralela. Estos datos sugirieron -
que la alimentacidn concolesterol tenia un efecto doble
sobre la HMG-CoA reductasa: por un lado, una inactiva--
cidn inmediata y por otro, una reduccidén de la sintesis
de la enzima a més largo plazo. Los mecanismos por. los
que el colesterol regula la actividad reductasa de for-
ma inmediata no se conocen exactamente, considerandose

improbable wuna inhibicién alostérica.

El que en determinados cultivos celulares el
colesterol presente en elmedio no afectara en la activi
dad reductasa, ni a la tasa de sintesis de esteroles, -
(208), pero si la influenciaran ciertos derivados oxige
nados del colesterol (7-cetocolesterol, y 7« ,Z@ y 25-
hidroxicolesterol) indujo a Kandutsch y col (209) a emi
tir la hipdtesis en la que sugieren que serian estos o-
xiesteroles, en vez del colesterol, los que actuarian -
como reguladores naturales de la reductasa y por tanto

de la sintesis de colesterol.

En este aspecto debemos destacar que el efec-
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to del colesterol usado habitualmente en experimentacion,
es superior al del colesterol altamente purificado, ha-
biéndose observado la acumulacibén de derivados oxigena-
dos del mismo, cuando el producto se mantiene cierto -

tiempo al aire.

Recientemente Panini y col (210) han informa-
do que en cultivos de células epiteliales de intestino -
de rata, el 3-B-[2-(dietilamino)etoxi] adrost-5-en-17-uno
(V18666A), un inhibidor de la 2,3-oxidoescualeno cicla-
sa, provoca una acumulacidén celular de escualeno 2,3:22,
03-didéxido, a la vez que causa una progresiva inhibicidn
de la actividad reductasa. Estos resultados les han su-
gerido que oxiesteroles derivados del escualeno 2,3:22,
23 didéxido, puedan actuar como reguladores fisiolbgicos
de la reductasa, a la vez que el efecto regulador de -
las LDL sobre la mencionada enzima podria estar mediado

por estos mismos oxiesteroles.

Tznaka y col (211) estudiando el mecanismo de
accién del 25-hidroxicolesterol en cultivos de mieloblas
tos de pollo, encuentran que la inhibicidén de la reduc-
tasa por este compuesto es del 80% al cabo de 60 min,
comprobando que este descenso de la actividad, no es de
32 =

PO a la

4
molécula enzimatica. Sin embargo, se ha encontrado un -

bido a un incremento de la incorporacidén de

aumento del 350% en la degradacidéndelaenzima, asi como
un descenso de un 72% en la tasa de sintesis de la re--
ductasa. Estas alteraciones en las tasas de sintesis vy
degradacién de la enzima, ocurrian entre 10-30 min des-

pués de la adicidn del 25—hidroxicdlesterol, y- no iban
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asociados concomitantemente a cambios en los niveles de
mRNA de la reductasa. Todos estos datos sugieren que el
mecanismo de accidn del 25-hidroxicolesterol debe ser a

nivel de la regulacién de la traduccidn del m-RNA.

Jenke y col (212) usando microsomas de higado
de ratas alimentadas con una dieta suplemeﬁtaaa con co-
lesterol al 3%,y usando técnicas de inmunotitulacién -
con anticuerpos monoespecificos de la HMG-CoA reductasa,
informan que la regulacién "in vivo" a corto plazo de
esta enzima por el colesterol de 1la dieta, asi como los
cambios detectados en el ritmo diurno de la misma, son
debidos exclusivamente a cambios en la cantidad de pro-

teina enziméitica.

Aunque, como acabamos de indicar, se aceptdé -
que el colesterol regula la HMG-CoA reductasa mediante
un mecanismo que afecta a la velocidad de sintesis o de-
gradacidén - de la enzima, parece probable que lo que tam
bién ocurra sea un cambio en la concentracidn de coles-
terol en la membrana,en la que se localiza la HMG-CoA -
reductasa, provocando una modificaciédn inmediata en su

actividad.

Teniendo en cuenta el importante papel que -
Juega el colesterol sobre la fluidez de la membrana, -
varios autores han estudiado el efecto de 1la supresioén
de colesterol de membranas de eritrocitos humanos por -
incubacidén con liposomas de fosfatidilconina (213). Los
resul tados muestran que las actividades enzim&ticas de
tres quinasas ligadas a membrana, se ven afectados por

la falta de colesterol
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La rigidez de la membrana puede ser provocada
tanto por colestrol libre como esterificado. Sin embar-
go, la producida por este Ultimo es mas estable, pués a
diferencia del colesterol libre, se necesita el concur-
so de enzimas lisosomales para su hidrélisis, para que
una vez en forma libre pueda ser transferido facilmente
a otras membranas o estructuras (214). Se ha observado
que en ratas alimentadas con una dieta suplementada con
colesterol al 4% durante un mes, aparecen modificacio--
nes en la estructuray funcién de los microsomas hepati-
cos (215).

El colesterol exdgeno presente en el enteroci
to puede proceder de dos fuentes: el absorbido del lu--
men intestinal o el tomado de las lipoproteinas plasmé—
ticas.Tanto uno como otro provocan una inhibicibén de 1la

actividad reductasa intestinal (116,148).

Brown y col (216) mostraron que las LDL del -
suero inhibian la actividad reductasa en fibroblastos -
humanos, pero no encontraron este efecto en las restan-
tes lipoproteinas plasmaticas. De nuevo, Brown y Golds-
tein (217), usando 125I—LDL, midieron en distintas con-
diciones la cantidad de LDL radiactiva ligada a los re-
ceptores de superficie en cultivos de fibroblastos huma
nos y encontraron que concentraciones crecientes de LDL
en el medio de cultivo, reducian progresivamente la ca-
pacidad de las células para tomar LDL, debido a un des-
censo en el numero de receptores, y como consecuencia -
también se reducia la tasa de transferencia de lipopro

teinas y.colésterol al intrior de la célula (217).

En cultivos de células de mucosa intestinal de

conejo,Stange y col (218) han puesto de manifiesto que
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el grado de inhibicién de la actividad reductasa por -
LDL dependia de su cocentracidén en el medio, Con concen-
traciones de 0.2 mM y 1.0 mM, la supresidén de la activi
dad fué del 51% y el 75% respectivamente. En cambio, la
respuesta de la reductasa a HDL y VLDL era bifasica: -
concentraciones entre 0.1 y 0.3 mM provocaban una esti-
mulacién de la actividad (2-3 veces respecto de los va-
lores controles) y concentraciones mis elevadas provoca
ban una supresidén. Pero HDL y VLDL obtenidas de cone jos
hipercolesterolémicos a causa de la alimentacidén con u-
na dieta rica en colesterol, sdlo provocaban una peque-
fa activacidén de la enzima (218).

De la misma manera que el colesterol, la dieta
con &acidos biliares produce una inhibicién de la sinte-
sis de colesterol y de la actividad HMG-CoA reductasa ,
en higado e intestino (219). Shefer y col observaron -
una pronunciada reduccién de la actividad reductasa en
mucosa intestinal de rata cuando la dieta fué suplemen-
tada con colesterol al 2% y acidos biliares al 1% (219).
Consecuentemente, cuando el contenido en acidos bilia--
res de la circulacidn enterohepéitica se redujo, se ob--
servd un incrmento en la sintesis hepética de coleste-—-—

rol y en la actividad HMG-CoA reductasa.

Borthz y Steele (220) encuentran una correla-
cién inversa entre el contenido en Acidos biliares en -
el higado y la actividad HMG-CoA reductasa; sin embargo

no detectan cambios en el contenido en colesterol.

Kandutsch y Chen (221) observaron una fuerte

inhibicidbén de la reductasa cuando al medio de cultivo -
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de hepatocitos aislados se le. agregd ciertos oxiestero-
les, sin embargo no se encontrd ningin efecto cuando -

los oxiesteroles fueron sustituidos por 4cidos biliares.

Estudios "in vitro" han puesto de manifiesto
una inhibicién en la actividad HMG-CoA reductasa cuan@o
se incuba en presencia de acidos biliares, sugiriendo ="~
que dicho efecto es debido al poder detergente de estos
4dcidos biliares y no .a gue sean unos reguladores direc

tos de la enzima (222).

Schneider y col (223) han encontrado una acti
vacién de la HMG-CoA reductasa de mucosa intestinal de
conejo cuando estas células se mantenian en un medio de
cultivo con &idos bilialres durante 24 h, sugiriendo -
como causa, la disminucién del contenido en colesterol
de la célula, debido al efecto detergente de estos aci-
dos, puesto que el efecto fué bloqueado en presencia de

colésterol.

La colestiramina activa la HMG-CoA reductasa,
intestinal y hepatica debido a su capacidad de secues—--—-
trar Adcidos biliares e inhibir la absorcidén intestinal
de colesterol. En el higado, al activar también la co--
lesterol 7#-hidroxilasa, parte del colesteroldel hepato
cito se desvia hacia la formacidén de acidos biliares,in
duciendo el aumento de actividad de la HMG-CoA reducta-
sa (224). En el intestino, el secuestro de &acidos bilia
res provoca una disminucidén en la absorcidén del coleste
rol luminal, por lo que los niveles de cclésterol en el
enterocito disminuyen, y por tanto la actividad HMG-CoA
‘reductasa se incrementa (225).
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El grado en que se incrementa dicha actividad depen
derd de la importancia relativa de cada 6rgano en la co-
lesterogénesis del organismo. Asi, en el cobaya, en el -
que la actividad HMG-CoA reductasa intestinal es mas ele
vada que la hepética, la dieta con colestiramina aumenta
la actividad HMG-CoA reductasa hepéatica hasta 13 veces -
respecto de los valores normales, en cambio apenas si a-
fecta a la reductasa intestinal (225). Por el contrario,
en rata, la actividad colesterogénica del intestino se
incrementa de forma mucho mas acusada que la del higado,

tras impedir el vertido de la vesicula biliar al lumen -
intestinal (234).

Tanaka y col (226) tratando de aislar la HMG-CoA -
reductésa para su purificacidén, sometieron a ratas a u-
na dieta suplementada con colestiramina y con colesti--
ramina y mevinolina. La mevinolina es un inhibidor com
petitivo de la HMG-CoA reductasa, anédlogo a la compac--
tina, pero mucho mas activa. Estos autores observaron,
mediante técnicas de inmunotitulacién, que en ratas ali
mentadas con colestiramina el incrmento de la actividad
reductasa se debia a una activacidn de la enzima, en -
tanto que en las ratas alimentadas con colestiramina y
mevinolina = el incremento de la actividad reductasa, -
se debia exclusivamente a un aumento de la cantidad de

enzima.

La mayoria de los estudios realizados a cer—--
ca del efecto de distint&s dietas sobre la actividad -
HMG-CoA reductasa, se han hecho sobre la reductasa he--
patica, siendo escasa la informacién disponible a cerca

dé reductasa intestinal.
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Sugano y col (193) han observado en rata, -
que con una dieta rica en grasas, la actividad reducta
sa era méis elevada en las células superiores de la vel-
losidad intestinal, cuando se comparaba con la de ra-
tas alimentadas con una dieta libre de grasas. Okuy -
col. (227) informan que la HMG-CoA reductasa de yeyuno
ircrementa su actividad cuando las ratas son alimenta--
das con una dieta que contenga hasta un 10% de grasa -
(P/P). Sin embargo no observaron modificaciones en la
de ileon, estando esto de acuerdo con el hecho acepta-
do de que la absorcidn de grasas tiene lugar mayorita-

riamente en yeyuno.

Se sabe que la actividad HMG-CoA reductasa -
de higado se ve influenciada por el grado de saturacidn
de las grasas que constituyen la dieta, sin embargo es
te efecto no se ha podido ponef de manifiesto en la en

zima intestinal (227).

Poco se sabe de la influencia hormonal sobre
la actividad de la HMG-CoA reductasa intestinal. Sin -
embargo a este respecto se puede destacar que Young y
col (228) han observado que en ratas con diabetes indu
cida experimentalmente, la actividad especifica de la
reductasa hepatica descendid notablemente. Por el con-
trario, bajo estas mismas condiciones,, la enzima intes
tinal incrmentd su. actividad 2,5 veces respecto de los
controles, pasando el intestino a ser en estas condi--
ciones el dérgano més activo en la sintesis corporal de.

colesterol.
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1.C.3.4.s.~ Importancia de la PP-MVA descarboxilasa -
intestinal.

En repetidas ocasiones se ha puesto de mani-
fiesto, que ademids de la HMG-CoA reductasa, otras enzi
mas implicadas en la biosintesis de colesterol pueden
participar‘en él pfoceso.global.de ia regulacidn de su

sintesis.

La primera sugerencia de que la enzima piro-
fosfomevalonato descarboxilasa juega algln papel regu-
lador en la biosintesis de esteroles, fué realizada -
por Ramachandran y Shah (229). Trabajando con [1-14C{]—
MVA, estos autores mostraron un descenso progresivo de
la actividad descarboxilasa - de higado de rata, du--
rante el periodo de lactancia, seguido de un aumento -
de la actividad tras el destete. Este cambio, a su vez,
era extremadamente parecido al patrén observado en la

incorporacién de MVA a lipidos insaponificables.

Por otra parte, la alimentacidn tras el des-
tete con una dieta suplementada con colesterol al 1% ,
impide el aumento esperado en la actividad. Estos re--
sultados parecian sugerir que la descarboxilacién de
dcido mevaldnico constituia un paso limitante tanto en
animales lactantes como en destetados, y que los nive-
les bajos de la actividad descarboxilasa en higado de
ratas lactantes, estarian asociados al elevado conteni

do en colesterol de la leche materna.

Recientemente se ha purificado la descarboxi
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lasa de higado de pollo, obteniéndose una forma muy €s
table y altamente purificada (230). Aparece como un dime
ro con un peso molecular de 85.400 b 1.941, que no re-
quiere la presencia de protectores -SH para su activi-
dad o estabilidad. La enzima requiere ATP de forma es-
pecifica y la presencia de iones Mg++ para una activi-
dad efectiva. La banda de pH 6ptimo se encuentra entre
los valores 4 y 6.5. Los valores de Km obtenidos fueron
de 0.0141 mM y 0.504 mM para el PPMVA y ATP respectiva

mente.

La existencia de un ritmo circadinao enla ac
tividad descarbbxilasaes un tema controvertido. Sin em
bargo, los resultados obtenidos recientemente por J.abal-
quinto y col (231) y Gonzalez-Pacanowska y col (232, -
233) no muestran cambios apreciables en la actividad de

la enzima, de higado, rifibn, e intestino a lo largo

de un periodo de 24 horas.

Durr (234), estudiando el efecto del ayuno

sobre la descarboxilacidén del [1—14C]MVA en higado, ye-
yuno y tejido adiposo de rata, observa una reduccibdn -
en la cantidad de C02 desprendido en todos los casos,
restableciéndose los niveles de actividad con la rea-
limentacién. Gonzéalez-Pacanowska y col (233,235) usan-
do [2—14C] mevalonato-5-pirofosfato como sustrato para
medir la actividad de la enzima, encuentran que el ayu
no provoca en la descarboxilasa intestinal y hepatica
de pollo, un descenso de actividad, y que la realimen-

tacidén restablece los valores controles.

Las variaciones de la actividad descarboxila
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sa a lo largo del desarrollo embionario en pollo han -
sido estudiados por Marco y col (236), informando que

eén cerebro se observa un aumento de la actividad bas-
tante acusado, entre los dias 13 y 18, disminuyendo 1i
geramente a continuacidén. Dado el estrecho paralelismo
entre el perfil de la actividad descarboxilasa y el -
contenido en colesterol libre en el cerebro, se ha pro
puesto un papel importante para esta enzima en la regu
lacidén de la colesterogénesis durante la mielinizacién.
En cambio la de higado se mantuvo constante a lo largo
de todo el desarrollo embionario Y con valores absolu-

tos inferiores a los de cerebro.

Gonzélez-Pacanowska y cols (233) han estudia
do la actividad descarboxilasa intetinal a lo largo -
del desarrollo neonatal del pollo, observando que dicha
actividad aumenta ligeramente hasta el octavo dia, dis
minuyendo progresivamente a partir de ese punto, hasta -

el dia 18, Gltimo dia estudiado.

Un estudio detallado acerca de la accidbén de
determinados compuestos fenilicos y fendlicos fué lle-
vado a cabo por Bhat y Ramasarma (237), observando que
los &cidos p- cumérico , isoferflico Y ferdGlico €——
jercen una significativa inhibicidén sobre la descarbo-
xilacidén del &cido mevaldnico en higado de rata, sugi-
riendo que el grupo fenil vinilo fuera el responsable
de la inhibicidén. Estudios cinéticos mostraron que al-
'gunos de los compuestos fendlicos compiten con el sus-
trato de la PP-MVA descarboxilasa, mientras gue otros

inhiben de forma no competitiva.

~79_



El efecto de determinados factores nutricio-
nales sobre la descarboxilasa ha sido descrito recien-
temente en rata (238) y en pollo (239,252). Asi, la ac
tividad descarboxilasa disminuye en higado e intestino

tras suministrar una dieta suplementada con el 2% de
colesterol y Se jncrementacon una dieta suplementada -
con colestiramina. En rifién por el contrario, tanto -

el colesterol como la colestiramina carecen de efecto.

Durr y Murad (253) estudiaron la descarboxi-
lacidén del PPMVA en mucosa intestinal de rata, perro y
gato. La adicidén de acidos biliares a la dieta, tanto
libres como en su forma conjugada, produjo una signifi

cativa inhibicidn de la PPMVA descarboxilasa.

En ratas con diabetes inducida experimental-
mente, se observd que los niveles de la actividad des-
carbox1lasa disminuyeron tanto en higado como en rlnon,

no dlsponlendo de informacidén acerca del intestino (238).

1.C.5.- Esterificacidén intestinal de colesterol. Impor-
tancia de la ACAT.

La entrada de colesterol libre al enterocito,
ya sea procedente del lumen intestinal o de las lipo-
proteinas plasmaticas, reduce su tasa de sintesis y -
aumenta la tasa de esterificacidn con acidos grasos. -
Dos enzimas se han implicado en este Gltimo proceso: -
una colesterol esterasa de origen pacreatico y la acil-

CoA colesterol acil transferasa (ACAT).
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Evidencias actuales ponen de manifiesto que
de entre las dos enzimas, la ACAT es la de mayor impor
tancia en el mencionado proceso de esterificacidén, re-
lacionéndose la esterasa con procesos de hidrdlisis vy
entrada de colesterol al enterocito, y sospechéndose -
que pueda ser contaminante de origen luminal en las -

preparaciones celulares (254,255).

El colesterol esterificado producido en el -
enterocito es destinado fundamentalmente, una vez sa--
tisfechas las necesidades de 1la propia célula, a ser -
exportado al resto del organismo a través de los qui-
lomicrones. |

Es bien conocido que la ACAT es una enzima -
microsomal, cuya actividad est& asociada al reticulo -
endoplasmatico rugoso, aunque los ésteres de colesterol
formados se detecten fundamentalmente en el reticulo -
endoplasmético liso (256). Se ha sugerido que los éste
res de colesterol sintetizados en el reticulo endoplas
matico rugoso son transferidos al liso, cuyas membra--
nas actuarian como una trampa para estos ésteres. En -
la célula, este proceso podria constituir el primer -
paso en el empaquetamiento de los ésteres de colesterol

en los quilomicrones o VLDL (256).

Muchas de las propiedades de la ACAT, asi -
como los mecanismos gue regulan su actividad, se han -
puesto de manifiesto mediante técnicas de solubiliza--
cidén y extraccidén de la enzima de la membrana microso-

mal y su posterior reconstitucidén en membranas de com-
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posicién lipidica conocida. Usando esta técnica, Mathur
y Spector (257) observaron que la actividad de la enzi
ma se veia afectada por la naturaleza de 1los fosfoli--
pidos que constituian los liposomas en los que se lle-
vaba a cabo la reconstitucibén, informando que cuando -
los Acidos grasos de los fosfolipidos eran saturados,
la actividad era muy baja. De la misma manera se ha ob
servado la influencia de la naturaleza del grupo polar
en fosfolipido. Asi, la fosfatidilcolina o la fosfati-
diletanolamina activan la ACAT de higado de cerdo; en
cambio la fosfatidilserina o el fosfatidilinositol la
inhiben.Sin embargo, la enzima proveniente de higado -
de rata alcanzaba la méaxima actividad cuando se recons
tituia en liposomas formados por fosfatidilcolina, fos

fatidilserina y colesterol.

Usando liposomas con distintas concentracio-
nes de colesterol, se observé que cuando los niveles -
eran 3-4 veces superiores a los noratales, se alcanzaba ‘
la méxima actividad enzimatica, pero que concentracio-
nes por encima de dichos valores, provocaban una caida
en la actividad ACAT (258).

Estos experimentos inducen a pensar que la -~
ACAT no es ajena a la composicién lipidicade la membra
na de la que forma parte, tanto desde el punto de vis-
ta de su fluidez (mayor o menor concentracién de coles
terol, fosfolipidos con &cidos grasos saturados o insa
turados), como desde el punto de vista de la disponibi

lidad de sus sustratos (colesterol y acil-CoA graso).

En muchos aspectos, los estudios "in vitro"
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han demostrado que la actividad ACAT intestinal es si-
milar a la hepatica. Asi, andlogas condiciones de ensa
yoson usadas, la actividad aparente puede ser estimula
da por preincubacidédn con liposomas ricos en colesterol

o0 lipoproteinas ricas en colesterol libre (184,259),

ée ha oAb;s‘ervado que el incremento relativo de la activi
dadACATintestinalcuandosepneincubaenliposomasricos -
encolesterolpuedeversemodificadocuandolos aminales -
han sido sometidos a distintas dietas. En efecto,cuando se
ensayd la actividad ACAT de mucosa intestinal de ratas ali-
mentadasconlnuidietacontrol, se comprobd que la actividad
ACAT se incrementaba 3 veces cuando los microsomas se prein
cubaron con liposomas ricos en colesterol, pero si las -
ratas se habian alimentado con una dieta suplementada -
con colesterol o colestiramina, los incrementos fueron -
de 2.2 y 4.2 veces respectivamente. Esto sugiere que un
posible mecanismo de regulacidén de la enzima "in vivo'! -
pﬁeda ser la alteracidén de la disponibilidad de coleste—-

rol libre, como sustrato de la enzima (184 ).

La enzima hepéatica es muy sensible a los de-
tergentes, pero de la intestinal hay poca informacién
a estc respecto, aunque se ha informado que, en contras
te con la esterasa pancreadtica, la ACAT es inhibida -
por taurocolato, relacionando este efecto maAs con el -
poder detergente de este &cido biliar que con una inter

accidén especifica con la enzima (259).

Como en el higado, la progesterona inhibe la

actividad ACAT de los microsomas de la mucosa intesti-
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nal, observandose un efecto similar con etinil estra--
diol (260). |

Recientes estudios de Field y Mathur (260) -
han demostrado que la actividad ACAT de la mucosa in--
testinal fué incrementada por 25-hidroxicolesterol y -
que este efecto estaba inversamente relacionado con el
contenido microsomal de colesterol, sugiriendo gque el
hidroxiesterol mejoraba la disponibilidad del sustrato

para la enzima.

Recientemente se han desarrollado una serie
de compuestos que inhiben especifica y drésticamente -
la ACAT intetinal. Una de estas sustancias, el N-(1-
oxo-9-octadecenil) DL triptéfano (7) etil ester (o com
puesto 57-118 de la casa Sandoz) ademés de inhibir la
absorcidén de colesterol '"in vivo", reduce drasticamen-
te la actividad ACAT, ain a concentraciones micromola-
res y sin afectar a otras acil transferasas de la muco
sa (261,262). |

Se ha estudiado si el mecanismo de fosforila
cibn-desfosforilacidén, como en el caso de la HMG-CoA -
reductasa,podria regular la actividad ACAT. En este -
sentido se ha descrito que la actividad de la enzima -
hepética puede ser estimulada por ATP 2 mM, en presen-
cia de fluoruro sédico y que esta activacidén puede ser
parcialmente suprimida por C12Mg 2 mM, probablemente a

través de la accidn de una fosfatasa Mg++ dependiente
(263).

Tanto en rata (264) como en hombre (265), se
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ha apreciado un gradiente de actividad ACAt a lo largo
del intestino delgado, comprob&ndose que 10s valores -
mas elevados se encontraron en el yeyuno proximal y -
los més bajosen duodeno e ileon. Sin embargo, cuando -
la actividad enzimatica se determind en células de la

mucosa aisladas, solopudiefondetectarse pequeflas dife
rencias. En conejo, la actividad especifica mads eleva-
da de la ACAT se observd en la regidn media del intes-

tino, por encima de los valores de duodeno e ileon(266).

Por otro lado, en el eje vertical de la muco
sa de intestino de rata, la actividad ACAT se encontrd
predominantemente en las células de las vellosidades.
En el yeyuno, la actividad ACAT de las vellosidades -
fué 2.7 veces més elevada que la de las criptas y en -

el ileon 1.3 veces (184).

la actividad de la ACAT intestinal, como o--
curre con la enzima hepatica, estd sujeta a regulacion
por distintos efectores. Por ejemplo, existe la eviden
cia de que tanto en rata (184) cobaya (267) o conejo -
(266) una dieta suplementada con colesterol aumenta la
actividad ACAT. En rata, el efecto es mds aparente en
yeyuno, sin embargo en conejo aparece mas O menos uni-
formemente distribuido en toda la longitud del intes--

tino.

La administracién de una dieta suplementada
con colestiramina, reduce la absorcidén de colesterol y
no afecta significativamente a la actividad ACAT del -

intestino de rata, aunque aumenta draisticamente 1la sin
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tesis y el contenido de colesterol en el enterocito -
(184).

En el conejo, la colestiramina desciende sig
nificativamente la actividad enzimé&tica, a la vez que

el contenido microsomal de colesterol (268).

Los resultados obtenidos tras la suplementa-
cidén de la dieta con colesterol o colestiramina, tanto
en rata como en conejo, hacen pensar que el colesterol
sintetizado '"de novo" entra a formar parte de un '"pool"
que no se equilibra con el colesterol microsomal y que
por lo tanto no constituye un sustrato preferente para
la ACAT (184), contrariamente a lo informado en el higa
do.

No obstante el papel de la ACAT en la esteri
ficacidn del colesterol sintetizado por la mucosa in--

testinal es un tema controvertido.

Se ha observado que la incorporacidn de meva
lonolactona radiactiva a ésteres de colestrol aumenta-
ba paralelamente con la concentracidén de lactona,sin -
embargo no se observé un incremento en la incoorpora--
cibén de 3H—écido oleico. Esta paradoja se ha explicado,
sugiriendo un r&dpido metabolismo de la mevalonolactona
a acidos grasos,que serian los encargados de esterifi-

car al colesterol (269).
El efecto de una dieta grasa sobre la activi

dad de la ACAT en el intestino, depende tanto de la -

cantidad como del tipo de grasa utilizada. Asi, el é&ci
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do ol€ico administrado a un medio en el que se mantie-
ne en cultivo el intestino delgado, suprime la activi-
dad ACAT (266). En cambio en ratas alimentadas durante
tres dias con una dieta con aceite de maiz al 10%, no
se afecta practicamente la actividad. Sin embargo, una
dieta conteniendo el 20% de aceite de girasol estimula
la actividad ACAT (184,270).

En rata, la mé&xima actividad de la ACAT in--
testinal, se ha observado al final del periodo de luz,
notandose un incremento después de la ingesta y una dis
minucidén tras el ayuno (271). Estos cambios se han re-
lacionado conel ligero ihcremento observado en el con-
tenido en colesterol libre microsomal tras la ingesta

de alimento.
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2.~ PLAN DE TRABAJO

De acuerdo con los antecedentes bibliografi-

cos anteriormente expuestos, Yy con los trabajos desar-

rollados hasta ahora en nuestro Departamento, se plan-

ted el siguiente Plan de Trabajo:

1.-

Establecimiento de las condiciones 6ptimas pa-
ra el aislamiento de células epiteliales de in

testino.

Establecimiento de los criterios para la clasi
ficacién de las distintas poblaciones celula--

res aisladas en duodeno,yeyuno e ileon.

Determinacién del contenido en colesterol y -
estudio de las actividades enzimAticas HMG-CoA
reductasa, PPMVA descarboxilasa, ACAT y acil-
CoA hidrolasa, asi como de 1la incorporacidén de
oleil-CoA a triglicéridos y a fosfolipidos en
las diferentes fracciones celulares aisladas a

lo largo del intestino.

Estudio del efecto de la suplementacidén de la

dieta con colesterol o colestiramina sobre las
distintas actividades enzimé&ticas arriba men--
cionadas, asi como del contenido de colesterol,
en las distintas fracciones celulares aisladas

de duodeno, yeyuno e ileon.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.A. Material

3.A.1. Material biolédgico

Se han utilizado pollos machos de la raza Leghorn

blanca (Gallus domesticus), que fueron suministrados el mis
mo dia de su nacimiento por la empresa "Granja Los Arcdnge-
les" de Alcaléd de Henares (Madrid).

Todas las experiencias descritas en el presente -
trabajo fueron realizadas con pollos de edades comprendidas

entre 4 y 5 semanas.

3.A.2. Dietas y acondicionamiento de los animales

Los animales recién nacidos se instalaron en el -
Departamento, en una habitacién termostatizada entre 25-30°C
y se acondicionaron de 15-20 individuos por Jjaula, de mane-

ra que tuvieran libre acceso al agua y alimentos.

Por ser una habitacidén cerrada y carente de luz -
natural, la renovacidén de aire se mantuvo gracias a un ven-
tilador de turbina, y la iluminacién por medio de tubos flug
rescentes, cuyo funcionamiento estaba controlado por tempo-
rizador electrdénico, regulado de manera qQue el periodo lumi

noso durase de 9 a.m. a 9 p.m.

Los animales fueron alimentados "ad libitum" con -

una dieta estandar, marca Sanders,tipo A-00, cuya composiciédn
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centesimal era la siguiente

CerealesS...eeeerersssneecanancs 63
Subproductos vegetalesS....... 5
Tortas vegetaleS..ieeeeeaesen 22
Harinas animalesS...ceeeeseses 4
Alfalfa deshidratada....... Cee 2
Corrector minero-vitaminico.. 4

En determinados casos, la dieta fué suplementada
con colesterol (Scharlau, fabricado por Ferosa) al 5%, 6 co
lestiramina (Sigma) al 3%. Las dietas asl preparadas fueron
mezcladas hasta presentar un aspecto homogéneo y suministra

das a los animales durante 5 dias.

3.A.3. Aparatos e instrumentacidn

Las pesadas se realizaron en balanzas Sartorius -
(p.max. 160 g, d=0.1 g) y Mettler H20T (p.max 160 g, d=0.01
mg) .

Para la medida del pH se utilzaron pHmetros Radio
meter pH M-84 (pH¥0.01) y Beckman modelo Zeromatic SS-3.

La homogeneizacidén tisular se realizd en un siste
ma '"Potter-Elvehjem" mecéanico (MSE) provisto de un pistilo

recubierto de tefldén y tubo de vidrio.

La homogeneizacidén celular se realizd con un apa-
rato productor de ultrasonidos SonifierB-12 de Branson So--

nic Power Company.

Para la agitacidén de tubos y viales se emplearon

agitadores de la marca Heidolph.
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Las incubaciones se realizaron en bafios con ter--
morreguladores portatiles Selecta. Para las incubaciones -

con agitacidén se emplearon incubadores metabdlicos Gallen--
kamp IH-350.

Para el lavado de los discos Whatman DE-81 se uti
lizdé un agitador Gallemkamp tipo Orbital Incubador.

Las lecturas colorimétricas para las determinacio
nes cuantitativas de proteinas y colesterol se hicieron en
un espectrofotdémetro Perkin Elmer modelo 35-Spectrophotome-

ter,y las de las fosfatasas en un espectrofotdémetro Pye Uni
cam Ultraviolet.

La toma de pequefios volimenes se realizd con mi--
cropipetas "Emil Works" de enrase automatico por estrangula
miento,y con micropipetas automdticas tipo Finnipette y ti-
po Pipetman (Gilson).

N

Las centrifugaciones a baja velocidad se realiza-
ron en una centrifuga de mesa Piccolo (Martin Christ),y en

una centrifuga con refrigeracidén Beckman, modelo TJ-6.

Las centrifugaciones a mayor velocidad se realiza
ron en una centrifuga Beckman J2-21,y las ultracentrifuga--
ciones en una ultracentrifuga preparativa Beckman modelo L3-

50.

Para la centrifuacidén de pequefios volUmenes se u-

tilz6 una microfuga Beckman modelo B.

Para la medida de radiactividad se ha empleado un

contador de centelleo liquido marca Beckman, modelo LS-7500.

Las placas de cromatografia se realizaron con un
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extensor Shandan Unoplan, sobre placas de vidrio de -
20x5 cm.

Las preparaciones microscdpicas se observa--

ron con un microscopio Zeiss modelo Standard-14.

Para desionizar el agua se utilizd un desio-

nizador Seta modelo R-600.

Los gases utilizados fueron suministrados por

Oximesa S.A.

El procesamiento de datos se realizd con una

calculadora programable Casio FX-770 P.
3.A.4. Reactivos ’

Todos los compuestos radiactivos usados fue-
ron suministrados por '"The Radiochemical Centre" Amer-

sham (Inglaterra), a través de Nuclear Ibérica.

El resto de los productos utilizados (si no
se indica lo contrario) proceden de las casas Merck, -

Carlo Erba y Sigma..
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3.B. Métodos

3.B.1. Aislamiento.de enterocitos

Se siguid basicamente el método descrito por

Weiser (240),con algunas modificaciones.

Los animales fueron sacados de las Jjaulas a
las 9 h 6 a las 15 h,y sacrificados por decapitacidn.-
Una vez extraido el intestino, se procedid rapidamente
a la separacidn de las tres regiones de estudio, dis--
tinguiéndolas de acuerdo con el siguiente criterio: - -
duodeno, regidén del intestino comprendida entre la mol
leja y la desembocadura del conducto biliar; yeyuno, -
porcién de 12 cm de intestino, medidos a partir de 15
cm de la desembocadura del conducto biliar; ilggg, por
cién de 12 cm de intestino, medida hasta la desemboca-

dura de los ciegos (Esquema n? 5).

Una vez separadas cada una de estas tres re-
giones, se introdujeron en PBS (phosphate buffered sa-
line) pH 7.2 (ClNa 137mM, ClK 2.68mM, PO4HNa2 8.16mM y
PO4H2K 1.18mM), previamente gaseado con O2 Yy conserva-
do en un bafio de hielo. A continuacidén se limpid el lu
men intestinal inyectando PBS a presidén con una jeringa,
una vez limpio,cada fragmento se volvid del revés con -
una varilla de vidrio, de manera gque la mucosa quedase
hacia el exterior,atédndolo en un extremo con un hilo de
algoddén y en el otro a una jeringa llena de PBS, con el
objeto de poder controlar la turgencia del érgano duran

te el proceso de aislamiento.

Preparado de la manera antes indicada, se in

trodujo en un vasoc de precipitado de pléastico - -
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que contenia 20-25 ml de tampén A pH 7.3 (C1K 1.5 mM
ClNa 96 mM, citrato sbédico 27 mM PO4H2K 8 mM, PO4HNa2
5.6 mM, glucosa 11.1mM y DTT 1mM), gaseado con O, vy -

conservado en frio,incubidndose durante 15 min a 37°C,

b

con una agitacidén de 80 osc/min. Transcurrido este tiem
po se retird el tampdédn A, que se desecha, y se volvib

a incubar en tampénB, gaseado con O2 Yy conservado en -
frio, pH 7.2 (ClK 2.7 mM, ClNa 137 mM, PO4H2K l.SmM,PO4
HNa, 4.3 mM, EDTA 1.5mM, glucosa 11.1mMyDTT 1mM) a -
37°C durante un periodo de tiempo variable, con una a-

gitacién de 80 osc/min.

Cada 10 min se recogieron los 15 ml de tam--
pén B en los que se ha realizado la incubacidn, y que
contienen las células epiteliales de la mucosa (enterg
citos) que se han desprendido en ese periodo de tiempo.
Las células asi obtenidas se recogieron por centrifuga
cidén a baja velocidad (500xg, 5 min) y se resuspendie-
ron, y conservaron en hielo, en tubos de pléstico»con—

teniendo PBS (Esquema n26)

Las células asi obtenidas se separaron en -
cuatro fracciones: células superiores de la vellosidad
(VS), células medias de la vellosidad (VM), células in

feriores de la vellosidad (VI) y células de las criptas

(c).

El criterio adoptado para el reconocimiento y
separacién de cada una de estas poblaciones celulares,
se hizo de acuerdo con los valores de las actividades en
zimaticas de las distintas enzimas marcadoras empleadas

(ver resultados).

La medida de la viabilidad celular se hizo me-
diante la prueba de integridad de las membranas celulares
con azul tripén (azul tripén al 0.05% en PBS). Periddica-

mente se realizaron pruebas sobre distintas muestras, com
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Intestino delgado

Lavar con PBS

Invertir

Intestino invertido

Incubar en tampdn A
37°C, 15 min, 80 osc/min

Intestino invertido

Incubar en tampdén B

379C, fracciones de 10 min, 80 osc/min

Y

Tampbén B + células

Centrifugar

500xg, 5 min

Células

Esquema 6 .- Proceso de aislamiento de enterocitos.
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parando al microscopio las células tefiidas con azul tri-
pan (células muertas) con las que no se tifieron (células

vivas). Los porcentajes de células viables oscilaron en-
tre el 90-95%.

3.B.2. Preparaciones enzimiticas

Las células obtenidas por el procedimiento ante
riormente descrito, se resuspendieron en volUimenes conve-—
nientes de los distintos tampones de homogenizacidon de ma
nera que la concentracién final de proteinas oscilase al-
rededor de 10mg/ml.

El homogenado se obtuvo por sonicacién en bafio «
de hielo durante 20+20 segundos a una potencia de 100 wats.
Excepcionalmente, como se indica en su caso, la homogeniza-
cidén se llevd a cabo con un potter mecénico con pistilo re

cubierto de tefldn y vaso de vidrio.

El homogenado asi obtenido fué la preparacién so-
bre la que se hicieron las distintas determinaciones, ex--
cepto para las experiencias de subfraccionamiento celular
en las que:.se sometid a sucesivas centrifugaciones (ver re-

sultados).

3.B.3. Determinacién del contenido poteico

La cuantificacidén del contenido proteico de 1las
distintas preparaciones se realizd segiln el método de Lowry
et gi (241),basado en una asociacidén de las reacciones de
Biuret y de Folin, la primera caracteristica del enlace -
peptidico y de la funcién amina y la segunda de los grupos
aromadticos de la tirosina y del triptdéfano. Como patrén -

se usd sero alblmina bovina.
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3.B.4. Determinacidén de la actividad timidina kinasa

La téncia empleada ha sido basicamente la des-
crita por Klemperer y Haynes (242) y Breitman (247),sal-
vo ligeras modificaciones, tal como se describe a conti-
nuacidén. La técnica esti basada en la separacidén y deter
minacién de los derivados fosforilados forma@os pop»la‘—

timidina kinasa a partir de la “H-timidina.
Antes de su sonicacidén las células se resuspen
dieron en un tampdén de homogenizacidén Tris-ClH 20mM pH 7.

con Cleg 4mM.

3.B.4.1. Reaccidn enzimética

La reproduccién 'in vitro" de la reaccidn cata
lizada por la timidina kinasa se llevd a cabo de acuerdo
con la siguiente mezcla de reaccidn, en un volumen final
de 0.25 ml contenidos en tubos desechables de polietileno
de 1 ml de capacidad:

- 0.125 ml de tampon Tris-ClH pH 8, 50mM.

— 0.025 ml de una solucidén 25mM de ClZMg, en -

H2O destilada.
- 0.025 ml de una solucién 50mM de ATP en tampdn
Tris-ClH pH 8, 50mM.

— 0.025 ml de una solucidn de 6—3H timidina en

agua destilada conteniendo 25uCiy 1.085 nmol.
0,050 ml de la preparacidn enzimitica adecuada
mente diluida con el tampdén de homogenizacidn ,
de manera gue la concentracién de proteinas es

tuviese comprendida entre 5-10 mg/ml.

Como blanco de la reaccidn enzimatica se han u-

tilizado mezclas de incubacidén en las que la preparacidn

enzimatica fué sustituida por una solucidén de albumina -
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bovina (5-10 mg/ml).

Previa preincubacidédn durante 5 min a 37°C,la
reaccibén se inicid mediante la adicidn de 6—3H timidina,
momento a partir del cual se dejd incubar la mezcla de
reaccién durante 60 min a 37°C.

La reaccidén se detuvo introduciendo los tubos
en un bafio con agua hirviendo durante 2 min y posterior-
mente en hielo. Laproteina desnaturalizada se elimind

por centrifugacidén durante 5 min a 10.000xg.

3.B.4.2. Aislamiento y medida del producto de la reaccidn

Para la separacidén de la 6—3H timidina de sus

derivados fosforilados, se procedid de la siguiente manera:

12, Se pipetaron 0.025ml del sobrenadante sobre
discos de papel impregnados de DEAE (Whatman
DE-81)

g WZ:,.IanQiatamente despuéssyaintrodujerontalmatpg
ces Erlenmeyer, conteniendo 20 ml por disco de -
formiato ambénico 1 mM, y se agitaron suavemente -
(200-240 rpm) durante 15 min para eliminar de los
discos la 3H—timidina no fosforilada.

32. A continuacidn los discos se lavaron dos veces
con formiato amdénico 1 mM y una vez mas con a-

gua destilada.

42, Tras el lavado, los discos se extrajeron del matraz

y se secaron bajo una corriente de aire frio.
52, Una vez secos, se introdujeron en viales de -
centelleo, a los que se les afiadidé 10ml/vial

del siguiente liquido de centelleo:

TOlUENO +vevevsmsnscasonns .. 1000 ml
2 O 4 g
POPOP...... creseosennsns .... 0.05 g
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Tras una agitacidén vigorosa de los viales, se
procedidé a la determinacidén de la radiactividad en un

contador de centelleo liquido.
Calculos

La actividad especifica de la enzima, expre-
sada como pmol de derivados fosforilados de la timidina
formados por mg de proteina durante una hora, se calcu-
16 utilizando la siguiente férmula

3

A.E= H- c.p.m. x VT

Re x ¢ x Ve x Vm x ETf

H-c.p.m.: c.p.m. del tritio, contenido en la muesta y

medidas por el contador de centelleo liquido.
Vf: Volumen final de la mezcla de reaccidn (ml).

Re: Radiactividad especifica de 3H—timidina usa-

da como sustrato, expresada en d.p.m./pmol

c: Concentracidén en mg/ml de las proteinas con-

tenidas en la preparacidn enziméatica.

Ve: Volumen de preparacidén enzimatica utilizada

en la mezcla de reaccién (ml).
Vm: Volumen de la alicuota tomada como muestra (ml).

Ef: Eficacia de contaje del contador de centelleo
para la 3H-timidina, expresado como d.p.m. -

tebricas/c.p.m. medidas (0.05)

3.B.5. Determinacidn de la actividad fosfatasa alcalina

La técnica empleada ha sido basicamente la des
crita por Weiser (240), con ligeras modificaciones, tal y

como se describe a continuaciébn.
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Para su homogenizacién, las células se resus
pendieron en tampén Tris-ClH pH 7.4, 50mM.

3.B.5.1. Reaccidn enziméitica

La reaccidn catalizada por la fosfatasa alca
lina se reprodujo '"in vitro" con la mezcla de reaccidn

que a continuacidén se detalla, contenida en un volumen
final de 1.1 ml:

- 0.95 ml de tambdn Tris-ClH pH 9.4, 0.5M

- 0.05 ml de una solucidén de Cl, Mg 220mM en
agua destilada

- 0.05 ml de una solucién de 4-nitrofenol -
fosfato (PNP) 22 mM entampén Tris-ClH pH 9.4

0.5 mM

0.05 ml de la preparacidn enzimdtica ade--

cuadamente diluida de manera que la concen

-tracién final de proteinas oscilase entre.
0.05 - 0.1 mg/ml.

Previa preincubacién durante 5 min a 37°C, la
reaccidén se inicid en el momento de agregar los 0.05 ml
de sustrato, a partir de lo cual se deja incubar la mez
cla de reaccidn a 37°C durante 15 min, transcurridos los
cuales la reaccidn se detiene por la adicidén de 0.5 ml
de NaOH 0.5 N.

3.B.5.2. Determinacidén del producto de la reaccién

El p-nitrofenol formado se determina espec--

trofotométricamente a 420 nm.

Para la realizacidén de la curva patrdén se to

maron cantidades de p-nitrofenol comprendidas entre -
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0.01 y 0.1 pmol disuelto en tampdé4n Tris-ClH pH 9.4,0.5M
Calculos

La actividad especifica de la enzima, expre-
sada como’pmol de p-nitrofenol formado por mg de pro--
teina durante 15 minutos,se calculd mediante la siguien

te expresidn

D.0. x a x d

A.E. =
C x Ve
D.0.: densidad O6ptica medida a 420 nm
a: pendiente de la recta de regresidn obtenida para

la curva patrdén por el método de minimos cuadra

dos en Pmol/U.D.O.

d: diluciébn gque se ha hecho a partir del extracto -
original
c: concentracién de proteinas, en mg/ml, de la pre-

paracidén enzimatica.

Ve: volumen de la preparacidn enzimdtica wutilizada

en el ensayo,expresado en ml

3.B.6. Determinacién de la actividad fosfatasa &cida

La técnica empleada ha sido, basicamente, la
descrita por Bingham y Zittle (243), con algunas modi-

ficaciones.

Para su homogeneizacibn, las células se re--

suspendieron en tampén Tris-ClH pH 7.4 50 mM.
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3.B.6.1. Reaccidn enzimitica

La reaccidén catalizada por la fosfatasa Aci-
da se reprodujo "in vitro" con la mezcla de reaccidén -

que a continuacidén se detalla, contenida en un volumen
final de 1.1 ml.

- 0.95 ml de tampdn citrato pH 5.2, 0.1 M

- 0.05 ml de una solucibn 220 mM de ClZMg en agua -
destilada

- 0.05 ml de una solucién 22 mM de 4-nitroformol fosfa
to (BNP) en tampén citrato pH 5.2,0.1M

-~ 0.05 ml de la preparacién enzimdtica, adecuadamente
diluida de manera que la concentracidn final de pro-

teinas oscilase entre 1-3 mg/ml.

La reaccidén se inicié afiadiendo los 0.05 ml
de PNP a la mezcla de reaccidén, tras haber preincubado
5 mln a 37°C los componentes de la misma, dejando a -
cont1nuac1on incubar la mezcla 30 min a 37°C, transcurri
dos los cuales la reaccidn se detuvo por la adicidén de
0.5 ml de NaOH 0.5 N.

3.B.6.2. Determinacidn del producto de la reaccidn

El p-nitrofenpl formado se determina espectro

fotométricamente a 420 nm.

Para la realizacidn de la curva patrén se to
maron cantidades comprendidas entre 0.01 y 0.1 pmol de
p-nitrofenol, disuelto en tampdn citrato 0.1 M, pH 5.2

Calculos

La actividad especifica de la fosfatasa aci-
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da,expresada como pmol de p-nitrofenol formado por mi
ligramo de proteina en 30 min, se calculd mediante la

siguiente expresidn

D.0. x a x d

c X Ve

D.O.: densidad 6ptica medida a 420 nm

a: pendiente de la recta de regresién obtenida para la
curva patrdén por el método de minimos cuadrados en
‘pmol/U.D.O.

d: dilucidén que se ha hecho a partir del extracto ori-

ginal.

c: concentracién de proteinas en mg/ml de la prepara--
cidén enzimatica.

Ve: Volumen de la preparacidn enzimética, usada en el

..., ensayc ,expresado en ml.,

3.B.7. Determinacién de la actividad PPMVA descarboxil asa

Se ha utilizado el método descrito por Slakey
et al (244), modificado por Gonzélez-Pacanowska et al -

(251), tal como se describe a continuacidn.

La técnica utilizada esta basada en la extracciodn
de los alcoholes formados durante la reaccidn enzimati
ca, después de tratar la mezcla de incubacidén con fos-

fatasa alcalina.
Para su homogeneizacibén, las células se re--

suspendieron en el siguiente tampén: tampdén fosfato po

tdsico 50 mM, pH 7.4 que ademds contiene EDTA 30 mM, -

~-104-



ClNa 250 mM y DTT 1mM.Dado que el EDTA basifica considera
blemente el medio, para la realizacidn del tampdn se di
solvidé previamente el ClNa, EDTA y DTT en un volumen a
decuado de PO4H2K 50 mM hasta conseguir un pH de 7.4 y

posteriormente se completd hasta el volumen deseado con
tampén fosfato potésico 50 mM pH 7.4.

3.B.7.1. Reaccidn enzimética

La mezcla de reaccidn contenida en un volu--—

men final de 1 ml, fué en todos los casos la siguiente:

0.725 ml de tampbébn fosfato potéasico 0.1 M

pH 5.7

- 0.050 ml de una solucidn 110 mM de Cleg en
H20 destilada.

-~ 0.150 ml de una solucidén 23.33 mM de ATP en
tampén fosfato potéasico pH 5.7, 0.1 M

- 0.025 ml de R-2-'%C PPMVA (5 nmol, 588.3 x
103 d.p.m.) en una disolucién de NH40H‘10mM

- 0.050 ml de la preparacidn enzimitica ade

cuadamente diluida con el tampdn de homoge

nizacién, de manera que su concentracidn en

proteinas fuese alrededor de 2.5 mg/ml.

La reaccidn se llevd a cabo en tubos de cen
trifuga con tapones de rosca. El procedimiento segui-
do fué el siguiente:

-12.La reaccidén se comenzd afiladiendo los 0.025 ml
de R-2-14c PPMVA a la mezcla de reaccién,
tras haber preincubado 5 min a 37°C los com
ponentes de la misma. Los tubos se cerraron
y tras una agitacidn suave se dejaron incu-
bar a 37°C 15 min.

29, Transcurrido el tiempo previsto, la reaccidn
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se detuvo sumergiendo los tubos en agua hir
viendo durante 3 min. A continuacidén se co-
locaron de nuevo en un bafio a 37°C durante

5 min.

32, Pasado este tiempo, a cada tubo se le afila--
dieron 7 mg(9.8 U) de fosfatasa alcalina bo
vina tipo I, disuelta en 0.5 ml de tampdn -
Tris-ClH 1 M pH 8.8. Tras una agitacidén sua
ve se dejaron incubar los tubos durante 150
min para asegurar la obtencidn de alcoholes
libres a partir de sus derivados fosforila-

dos, obtenidos como productos de la reaccidn.

3.B.7.2. Deteccidn y medida de los productos de la reac-

cidn.

La extraccidén y determinacidén de los alcoho-
les formados se ha llevado a cabo de acuerdo con el sl

quiente procedimiento:

Se adicionaron a la mezcla de reaccidn, des-
pués de haber actuado las fosfatasas, 2 ml de éter eti
lico, agitando a Continuacién vigorosamente el tubo du
rante 30 seg. Posteriormente se dejbé en reposo hasta -
gque se separaron dos fases, una superior orgénica y o-
tra inferior acuosa. Con la ayuda de una pipeta Pasteur
la fase orgénica fué llevada a otro tubo. Esta opera--
cién se repitid otras dos veces y las fases orgéniccas
asi obtenidas se combinaron y agitaron suavemente, pro
cediéndose a continuacién a la toma de una alicuota -
(1 ml) para su medida en el contador de centelleo 1li-

quido

El liquido de centelleo utilizado (10 ml/vial)
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fué el siguiente

Tolueno.eeeeeeeeeeea. 1000 ml

Etanol..... tesesasene . 100 ml

PPO. ittt tineennnns 4 g

POPOP....... C i e e e 0.125 g
Calculos

La actividad especifica de la PPMVA descarbo
xilasa se expresd como pmol de alcoholes liberados por
miligramo de proteina en un minuto, realizandose los -

cadlculos seglin la expresidn

c.p.m.muestra x Vf

c x Ve x Vm x Re x Ef x t

c.p.m. muestra: c.p.m. obtenidas al medir en el conta-
dor de centelleo la alicuota tomada -

de las fases orgénicas combinadas

Vf: volumen final de las fases organicas combinadas (6
ml)

c: concentracidén proteica de la preparacidén enzimatica

utilizada, expresada en mg/ml.

Ve:volumen de la preparacidn enzimidtica utilizada en la

mezcla de reaccidn, expresado en ml.

Vm: volumen de la alicuota de las fases organicas combi-
nadas, expresado en ml.

4

Re: radiactividad especifica del 2-01 PPMVA utilizado en la

mezcla de reaccidn, expresada en d.p.m./ pmol.

Ef: Eficiencia de contaje del contador de centelleo 1li-
quido para el sustrato radiactivo empleado, expresa-

do como d.p.m. tedrica/c.p.m. medidas (0.96).
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t: tiempo de incubacibén, en min.

3.B.8. Determinacidn de la actividad HMG CoA reductasa

Para la determinacién '"in vitro'" de la acti-
vidad HMG-CoA reductasa se ha seguido béasicamente el -
método descrito por Shapiro et al ! (245), modi
ficado por Alejandre et al (246) ,tal como se describe

a continuacidn.

La técnica estéd basada en la incorporacidén de
radiactividad del sustrato marcado con 14C (3—140-HMG-
CoA)a mevalonato, producto de la reaccidén. Puesto que
se requiere un aporte considerable de coenzima reduci
do (2 moléculas de NADPH+ H* por molécula de sustrato
transformada), frecuentemente se recurre a un sistema
enzimatico acoplado que regenera a un ritmo adecuado -
los equivalentes de reduccibén gastados. En la técnica
utilizada, este sistema regenrante estid integrado por

glucosa-6-P, glucosa fp-P-deshidrogenasa ¥y NADP'*.

Una vez transcurrida la reaccién, las mezclas
son acidificadas con un doble objetivo: inactivar la re
ductasa y convertir el 4dcido mevaldnico ensu §-lactons,
de polaridad sensiblemente menor a la del sustrato y -
sus hidrolizados, de los que puede ser separada por cro

matografia.
. .. . 3
La inclusidén de un estandar interno de "H-me-
valonato permite la correccidn por pérdidas, durante el

proceso de aislamiento del producto.

Para su sonicacidén, las células se resuspen--

dieron en el tampdn de homogenizacidén descrito en 3.B.7.
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3.B.8.1.Reaccidn enzimitica

La reproduccién "in vitro" de la reaccién ca
talizada por la HMG-CoA reductasa se llevd a cabo de a
cuerdo con la siguiente mezcla de reaccién, en un volu
men final 0.175 ml, contenidos en tubos desechables de

polietileno, provistos de tapdén,de 1 ml de capacidad.

- 0.1 ml de la preparacidén enzimitica adecuada-
mente diluida con el tampdn de homogenizacién
de manera que su concentracién en proteinas -
fuese alrededor de 2.5 mg/ml.,

- 0.025 ml de una mezcla (Sistema regenerante) -
que en este volumen contenia 4.5 umoles de G6P,
0.3 U.I. de G6P-DH y 450 nmol de NADP' disuel-
tos en el tampdn de homogenizacidn (tampdn con
protectores).La mezcla se preparaba extermporéa-
neamente.

- 0.050 ml de una disolucidén de HMG-CoA y a=1t4¢

HMG-CoA en tampdn fosfato potasico pH 5.8, 50

mM, de una concentracién tal que en ese volu--

men hubiese 100 nmol de sustrato, de radiacti-

vidad especifica 2000 d.p.m./nmol.

El procedimiento seguido fué el siguiente:
l.- Los 0.1 ml de extracto se introdujeron en los tubos

de reaccidn y se preincubaron a 37°C durante 5 min.

2.- La reaccidn se inicid por la adicidn del sustrato -
marcado y del sistema regenerante por este orden. U-
na vez cerrados los tubos,se agitaron suavemente y

se incubaron a 37°C durante 30 min.

3.~ Transcurrido este tiempo la reaccidén de detuvo aﬁg
diendo 0.025 ml de Cl1H 1ON.

4.- Asi mismo, al terminar la reaccidn, se afiadieron -
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0.025 ml de una solucidn tamponada de mevalonolac-
tona y 3H—menalonolactona, tal que en el volumen -
citado contengan 0.78 mg, y entre 25.000 - 30.000

d.p.m. de lactona, que constituye el estandar in--
terno mediante el que pueden cuantificarse las pér
didas acumuladas durante la manipulacidn posterior.
Por otra parte, actuard de portador facilitando el
desarrollo en capa fina de las pequefias cantidades
de 14C—mevalonolactona procedentes de la reaccidn

enzimética.

5.- Una vez detenida la reaccién, la mezcla (cuyo volu
men era de 0.225 ml) se mantuvo otros 30 min a 37°C
para facilitar la completa lactonizacidén del meva-

lonato formado enziméticamente.

6.- Por Gltimo, los tubos se centrifugaron a 10.000 x g
durante 1 min en una microfuga, con el fin de sedi-
mentar las proteinas, y posteriormente se conser-
varon refrigérados hasta el momento de la cromato-

grafia en tapa fina.

3.B.8.2. Aislamiento y medida del producto de reaccidn

La mevalonolactona puede ser facilmente sepa
rada del HMG-CoA y de sus productos de hidrdlisis me--.
diante cromatografia en capa fina. Para ello, se procg

did de la siguiente manera:

1.- Sobre un extensor Shandan Unoplan se colocaron pla
cas de vidrio de 5 x 20 cm y se desengrasaron con
acetona.

Por otra parte, 50 g de silicagel G (tipo-60
Merck) se llevaron a 100 ml con agua‘destilada. La
suspensidén se agitd vigorosamente durante 1.5 min
y a continuacidénse vertid sobre el dispositivo -
distribuidor (colocado para un espesor de capa de
0.75 mm) y se extendid uniformemente sobre las pla

cas.
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Las placas se dejaron secar completamente al
aire y posteriormente se activaron a 110°C al menos
durante 60 min. Una vez activadas de esta forma, -

se guardaron en campanas de desecacidén hasta el mo

mento de utilizarlas.

Sobre las placas activadas, y a unos 2 cm del bor-
de? se aplicaron 0.100 ml de cada uno de los sobre
‘nédéhfés; pfocediéndo primero cdn 0.050 ml, y tras
de jar secar a temperatura ambiente, con los restan-
tes a 0.050 ml.

Una vez asegurado que los 0.100 ml de mues--
tra depositados en el origen de la placa estaban -
secos, se procedid a su desarrollo en un sistema -
benceno: acetona (1:1). Previamente las campanas -
rodeadas interiormente con papel de filtro, se ha-
bian mantenido cerradas almenos durante 60 min, pa
ra conseguir una saturacibdn completa.

Puesto que la zona de la placa que contiene la me-
valonolactona se encuentra comprendida entre los -
valores 0.38 y 0.70 de Rf, se procedidé a rasparla

y a depositarlaen los viales de centelleo.

Sobre ellos se afiladieron 10 ml/vial del siguiente

liquido de centelleo

DiOXano..v.eeeeieenenns 1000 ml
Naftaleno .............. 100 g
PPO. ...ttt 7 g
dimetil POPOP.......... 0.3 g

agitando a continuacidén vigorosamente durante

15 seg.

Ademéas del conjunto de viales problema, en cada ex
periencia se introdujo wun vial més,conteniendo -
0.025 ml del 3H-mevalonolac.tona que constituia el

patrén de tritio.

-111-



Calculos

La actividad especifica de la HMG-CoA reduc
tasa se expresa como pmol de mevalonolactona formados
por mg de proteina en un min, realizandose los calcu-

los segun la formula

d.p.m. 3H-p Xx d.p.m. 14C—m

AE.= 3
d.p.m. "H-m x Re x ¢ x Ve X t
3 3 . p
d.p.m. “H-p: d.p.m. de H contenido en el patron.
d.p.m. 14C—m: d.p.m. del 14C contenido en la muestra.

d.p.m. 3H—m: d.p.m. del 3H contenido en la muestra.

Re: radiactividad especifica del 3—140 -HMG-CoA en
d.p.m./pmol.
c: concentracién en proteinas de la preparacién enzimé
tica utilizada, expresada en mg/ml.
Ve: volumen de la preparacidén enzimatica utilizado en
la:mezclasde reaccién (ml).

t: tiempo de incubacidn, en min.

3.B.9. Determinacién de la actividad ACAT

Para la determinacién "in vitro" de la acti-
vidad ACAT se ha seguido basicamente el método descrito
por Goodman et al (248), modificado por Marco et al -

(249), tal como se describe a continuacibn.

Dicho método esti basado, como la mayoria de
los actuales, en la utilizacidén como sustrato exbdgeno
el acil-CoA graso radiactivo, y como sustrato endbgeno
el colesterol celular, de tal forma que el producto de
la reaccién, el colesterol esterificado por el grupo -

acilo, seria radiactivo y por tanto podria ser medido.
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Para el aislamiento del colesterol esterifi-
cado es necesario en primer lugar, hacer una extrac--
cién lipidica (segln el procedimiento de Folch et al -
(250)), y posteriormente una separacidén por cromatogra-- -

fia en capa fina de los distintos componentes de dicha
fraccidén lipidica.

‘ Para su sonicacidén, las células se resuspen-
dieron en el mismo tampdn de homogeneizacidn descrito en
3.B.7.

3.B.9.1. Reaccidn enzimltica

La reproduccidén "in vitro'" de la reaccidn ca
talizada por la ACAT se llevd a cabo con la siguiente
mezcla. de reaccidén, en un volumen final de 0.2 ml, con
tenidos en un tubo de reaccidn provisto de tapdn de -

rosca:

!
i}

0.100:'m1 de la preparacidn enzimitica adecuada--

mente diluida con el tampbdn de homogenizacidn, -

de manera que la concentracidén final de protei--
nas fuese 2-3 mg/ml.

- 0.025 ml de DTT (2 mmol) en tampdn fosfato po--
tadsico 100 mM, pH 7.4.

- 0.050 ml de albimina bovina exenta de acidos gra
sos (1.2 mg) disuelta entampdn fosfato potéasico
100 mM, pH 7.4. )

- 0.025 ml de una solucidén de oleil-CoA y 1—14C -

oleil-CoA, de tal concentracidn que en ese volu-

men hubiera 10 nmnol de sustrato de una radiacti-

vidad especifica de 20.000 d.p.m./nmol.

El proéedimiento seguido fué el siguiente:
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1.- La mezcla de reaccidn sin el sustrato radiactivo
se preincuba durante 5 min a 37°C.

2.- Transcurrido este tiempo, la reaccidén se inicid por

14

la adicién de 1-C-oleil-CoA, dejdndose incubar du

rante 2 min a 37°C.

3.- Después de esta incubacidén, la reaccidn se detuvo -
por la adicidén, y posterior agitacibén, de- 4 ml de u
na mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v) que contie-
ne en disolucién colesteril oleato (5 mg/100 ml) y
que actuaréd como portador en la cromatografia en ca

pa fina que se ha de efectuar posteriormente.

3.B.9.2. Aislamiento y medida del producto de la reaccidn

1.- Una vez detenida la reaccién se agregaron 0.1 ml de
3H—colesteril-oleato (20.000 d.p.m.),que actuarad como
estandar interno,y 1 ml de agua acidulada con acido
sulfarico (2.000:1, v/v) que servirad para lograr u
na perfecta separacidn entre la fase acuosa y la -

clorofdérmica.

2.- Tras una agitacidén vigorosa para efectuar la extrac
cién de los lipidos, se centrifugd a 2.000 x g du--
rante 10 min a 4°C para lograr la adecuada separa--

cién entre las fases acuosa y cloroférmica.

3.- A continuacién se recogid la fase clorofdérmica, que
se llevd a otro tubo de centrifuga con tapdén de ros
ca, en el que se llevd a sequedad bajo corriente de
nitroégeno.

La muestra asi obtenida se puede guardar en -

frio hasta su posterior utilizacidn.

4.- E1 extracto lipidico resultante de la extraccidn an-
terior se redisolvidé en 0.2 ml de cloroformo y se -

mantuvo en un bafio de hielo.
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5.- De el se tomaron 0.1 ml, que se depositaron a 2 cm
del borde de una placa de cromatografia previamen-

te activada, de 5 x 20 cm con un espesor de capa de
0.5 mm.

6.- A continuacidén la placa se desarrolld en una campa
na de cromatografia, que se habia dejado saturar -
al menos durante 60 min, con un liquido. de desarrol-

lo formado por exano, eter etilico y Acido acético
(70:30:1, v/v/v).

7.- Una vez alcanzado el frente los 16-17 cm, se reti-

raron las placas y se dejaron secar al aire en u-

na campana de gases.

8.- Para identificar los productos separados por la cro
matografia, se procedidé al revelado de la placa, -
por vapores de iodo. El iodo sublimado se fija a -
los dobles enlaces apareciendo manchas de color a-
marillento en las distintas zonas donde existen sus
tancias con estos dobles enlaces, se sefialaron con
la ayﬁda de un punzdbdn y se eliminé a continuaéién
el iodo, dejando las placas al aire hasta la desa-
paricidén del color.

La identificacidén de cada uno de los produc-

tos separados se hizo segin sus Rf caracteristicos:

Colesterol esterificado............ 0.81
Metil oleato... .. ii it ittt ennnn 0.63
Triglicéridos....ueinrninennennn vo. 0.52
ACidos grasoS...iiieeerorvonsaranss 0.32
Colesterol libre......iceiiiinneann. 0.19
FOSfOlipidoS. e iveeeeeeeerenensnnnns 0.00

9.- Para la medida de las muestras por espectroscopia
de centelleo liquido, se raspd la mancha correspon

diente al colesterol esterificado, y se depositd -
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en viales de centelleo, a los que se le agregaron

10 ml/vial del siguiente liguido de centelleo:

TOLlUECNO . e e s s oo sossosssssosss 934 ml
Acetato de etilo....ooov ... 66 ml
PPOtveeeeennoasososnans e e 5 g
POPOP.cvveveaennse cee e ... 0.3 g

9.- Por Gltimo los viales se agitaron vigorosamente du-
rante 15 seg. '

En cada experiencia se introdujo un vial mas

conteniendo 0.100 ml de 3H—colesterol esterificado,

que constituia el patrdén de tritio.
Calculos

La actividad especifica de la ACAT se expre-
s6 en pmol/mg proteina por min de acuerdo con la siguien
te férmula:

d.p.m. 14C—m X d.p.m; 3H—p

d.p.m. 3H—m x Re x t x ¢ x Ve
d.p.m. 14C—m: d.p.m. dell4C contenido en la muestra.
d.p.m. 3Hp: d.p.m. del 3H contenido en el patrdén de 3H—
colesterol-oleato.

d.p.m. 3H—m: d.p.m. del 3H contenido en la muestra.

Re: radiactividad especifica del sustrato, expresada en
d.p.m./pmol.

t: tiempo de incubacidén en min

c: concentracién de proteinas de la preparacidn enzimé-
tica, expresada en mg/ml. '

Ve: volumen de preparacidn enzimatfica uéada en el ensa-

yo, expresado en ml.
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3.B.10. Determinacidén de la actividad acil-CoA hidrolasa

Se siguid basicamente el método descrito por
Marco g& al (249), con algunas modificaciones, tal co
mo se describe a continuaciédn.

En la rea001on de la ACAT, en 1la que intervie
ne un a01l CoA graso como sustrato, puede tener 1mpor—
tancia la hidrdlisis de éste, a acil graso y CoA libre
por accidén de la acil-CoA hidrolasa, lo que acarrearia,
si la hidrdlisis es elevada, una falta de disponibili-

dad de sustrato para dicha enzima.

El ensayo de la actividad acil-CoA hidrolasa

se realizd bajo las mismas condiciones que el de la ACAT.

La medida de la actividad se 1llevd a cabo -
raspando en la placa de cromatografia la zona corres—-
pondiente a acidos grasos, y midiendo la radiactividad
en un contador de centelleo liquido de la misma manera

indicada para la ACAT.

Célculos

La actividad especifica de la acil-CoA hidro-
" lasa se expresd en nmol/mg de proteina x min de acuerdo

con la siguiente férmula:

d.p.m. 14C—m X d.p.m. 3H—p

d.p.m. 3H—m X Re x t x ¢ x Ve

d.p.m. 14C—m: d.p.m. del 14C contenido en la muestra

d.p.m. 3H—p: d.p.m. del 3H patrdn
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d.p.m. 3H—m: d.p.m. del 3H contenido en la muestra
Re: radiactividad especifica del sustrato expresada en
d.p.m./nmol.
t: tiempo de incubacidén en min.
c: concentracién en proteinas de la preparacién enzimé
tica expresada en mg/ml.
Ve: volumen de la preparacidn enzimatica usada en la -

reaccidén,expresado en ml. . T

3.B.11. Determinacién de la incorporacidn oleil-CoA a

triglicéridos

Se siguid béasicamente el método descrito por
Marco et al (273)

En los triglicéridos, el &acido ol€ico es uno
de los Acidos grasos que entra a formar parte de su mo
lécula. La técnica utilizada se ha basado en la medida

de la radiactividad de los triglioéridosformados a par

tir de 14C—oleil-CoA como sustrato

Tanto en el ensayo de la actividad formadora
de triglicéridos,como en la determinacidén de éstos, se
ha empleado la técnica descrita en 3.B.9., con la ani-
ca diferencia, que para su alislamiento se raspd la pla
ca de cromatografia a la altura correspondiente a un
Rf=0.52.

Calculos

La incorporacidén de oleil-CoA a trigliceridos,
expresada en nmol/mg proteina x minuto,se determind de

acuerdo con la siguiente férmula.

d.p.m. 14C—m X d.p.m. 3H—p

d.p.m. 3I—I—m Xx Re x £t x ¢ x Ve
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d.p.m. 14C—m: d.p.m. del 14C contenido en la muestra.

d.p.m. 3H—p. d.p.m. del 3H patrén.

d.p.m. 3H-—m: d.p.m. del 3Hrcontenido.en la muestra.

- Re: Radiactividad especifica del sustrato, expresada -

en d.p.m./nmol.

t: tiempo de incubacidén, en min.

c: concentracidén de proteinas de la preparacidén enzi--
mética, expresada en mg/ml T T T

Ve: volumen de la preparacién enzimiAtica usado en la -

reaccién, expresado en ml.

3.B.12. Determinacibén de la incorporacidén de oleil-CoA

a fosfolipidos

Se siguid basicamente el método descrito por
Marco et al (273).

El 4cido ol€ico es uno de los constituyentes
de los distintos fosfolipidos presentes en la mucosa -
intestinal. La ténica utilizada se ha basado en la me-
dida de la radiactividad de los fosfolipidos formados

a partir del 14C—oleil—CoA comoc sustrato.

Tanto en el ensayo de la actividad formadora
de fosfolipidos, como en la determinacidén de éstos, se
ha empleado la técnica descrita en 3.B.9, con la Gnica
diferencia, que para su aislamiento se raspd la placa

de cromatografia a la altura correspondiente a un Rf=0
Calculos

La incorporacidn de 0leil-CoA a fosfolipidos,
expresada en nmol/mg proteina x minuto, se determind de

acuerdo con la siguiente férmula:

d.p.m. 14C—m x d.p.m. 3H—p

I= 3
d.p.m. "H-m x Re x t X ¢ X Ve
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140 contenido en la muestra.

d.p.m. 14C—m: d.p.m. del

d.p.m. 3H—p: d.p.m. del 3y patrdn.

d.p.m. 3H—m: d.p.m. del 3H contenido en la muestra.

Re: radiactividad especifica del sustrato, expresada en

d.p.m./nmol ‘

t: tiempo de incubacidn, en min.

c: concentracién en proteinas de la preparacidn enzima-
tica, expresada en mg/ml.

Ve: volumen de la preparacién enzimética usado en la -

reaccidén, expresado en ml.

3.B.13. Determinacién de colesterol total y libre

Para la determinacién de colesterol total ¥y
libre, se realizd previamente una extraccién lipidica -
segin el método de Folch et al (250), con algunas mcdi-
ficaciones, y posteriormente la determinacidn se llevd
a cabo sobre ese extracto lipidico mediante un "test" -

comercial de la casa Boehringer.

El procedimiento seguido fué el que se descri

be a continuaciodn.

3.B.13.1 Extraccidn lipidica

- Del homogenado celular, se tomaron 0.4 ml, que -
contenian entre 4-6 mg de proteina, a los que se
le afiadieron 8 ml de una mezcla cloroformo-meta--
nol 2:1 (v/v)

- Se agitdé vigorosamente al menos durante un min, -

con el objeto de asegurar una buena extraccion.

- Se agregd un ml de agua acidulada (agua-sulfarico,

2.000:1, v/v) y se volvib a agitar.

- Se centrifugd a 4000 x g durante 10 min a 4°C,con

el objeto de separar las fases acuosa y organica.
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- Con la ayuda de una pipeta Pasteur, se tomd la -
fase orgénica y se trasladd a otro tubo con ta--

pén de rosca, en el que se llevd a sequedad en -

corriente de N2.

- El extracto lipidico asi obtenido se redisolvid
en 0.7 ml de cloroformg y tras agitar s tomaron
distintas alicuotas sobre otros tantos tubos de
ensayo (0.1 y 0.2 ml) para determinar colesterol
total, y otros tantos (0.1 y 0.2 ml) para deter-

minar el colesterol libre.

- Cada una de estas alicuotas fué llevada de nuevo
a sequedad en corriente de N2, Yy el extracto 1li-
pidico resultante se redisolvid en 0.025 ml de -

isopropanocl.

3.B.13.2.Determinacidén de colesterol total.

Se realizd segln un '"test" comercial de la -

casa Boehringer.

Estd basado en un método enzimatico, por el
que gracias a la accidn combinada de una colesteroles-
terasa: (que hidroliza los ésteres de colesterol), de -
una colesterol-oxidasa ( que oxida el colesterol a co-
lestanona con desprendimiento de agua oxigenada),y de
una peroxidasa que oxida a unos compuestos para rendir
una sustancia coloreada que presenta un méaximo de ab--

sorcién auna longitud de onda de 500 nm.
El procedimiento seguido fué el que se decribe
a continuacién, de acuerdo con el protocolo dado por la

casa comercial:

- Se tomd un volumen V de reactivo 1 (tampdn fosta
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to potéasico 0.4 M, pH 7.7, fenol 20 mM, y fenol

1.85 M) y se mezcld con otro volumen V igual del
reactivo 2 (tampénfosfato potasico 0.4 M, pH 7.7,
4-aminofenazona 2 mM, metanol 1.85 M, hidroxipo-

lietoxidecano al 0.4%)

- A la solucidn anteriormente preparada se le a-
gregd un volumen V/100 de un reactivo 3 (coleste
rolesterasa 40 U/ml, colesterol-oxidasa 12 U/ml

y peroxidasa 8 U/ml) para obtener un reactivo 4.

- De este reactivo 4 se tomaron 2 ml y se le agre-
garon a cada una de las muestra lipidicas ante--
riormente obtenidas y disueltas en 0.025 ml de -

isopropanol.

- tras una agitacidén suave se incubaron durante 15

min a 37°C.

- Pasado este tiempo, se leyeron en un espectrofo-
tébmetro a 500 nm, frente a un blanco que solo -

contenia 0.025 ml de isopropanol.

Para la realizacidén de la curva patrdn se to-
maron cantidades comprendidas entre 5-50 ug de coleste
rol.

Calculos

La cantidad de colesterol total, expresada co-
mo ypg de colesterol/mg de proteina, se calculd de acuer.

do con la siguiente fdérmula:

D.0. x Vr x a

pe col/mg prot.= ,
Va x Vm x ¢

D.0O.: D.O. medida a 500 nm

Vr: volumen en €l que se resuspende la muestra tras la

extraccidén, expresado en ml.
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a: pendiente de la recta de regresioén obtenida para la
curva patrén por el método de minimos cuadrados, en
yg/U.D.o.

Va: volumen de la alicuota de Vr tomado para hacer 1la
determinacidén, expresado en ml.

Vm: volumen de la muestra de homogenado al gue se le -
hace la extraccidn, expresado en ml.

c: concentraciénvde proteihas(kﬂ.homégenaao;ué£5resado
en mg/ml.

3.B.13.3. Determinacién de colesterol libre

Se realizd segin un "test" comercial de la -

casa Boehringer.

Estd basado en el mismo método enzimitico -
descrito para el caso de la determinacidén de coleste--
rol total, con la UGnica diferencia de que en este ''test"
no existe colesterolesterasa, por 1QgQQeL$Q¥94§Q mide

el colesterol libre presente en la muestra.

El procedimiento seguido fué el mismo descrito
en 3.B.13.2.

Calculos
La cantidad de colesterol libre, expresada -

en ug de colesterol/mg de proteina, se calculd de acuer

" do con la siguiente expresién:

D.O0. x Vr x a

»g colesterol libre/mg prot. =
Va x Vm xc

D.0. : D.O. medida a 500 nm

-123-



Vr: volumen en el que se resuspende la muestra tras la
extraccidén, expresado en ml.

a: pendiente de la recta de regresidén obtenida para la
curva patrén por el método de minimos cuadrados, €Xx
presado en ug/U.D.O.

Va: volumen de la alicuota tomado de Vr para hacer la
determinacidén, expresado en ml.

Vm: volumen de la muestra de homogenado del que se ha-
ce la extraccidn, expresado en ml.

c: concentracidén de proteinas del homogenado, eXxpresa-

do en mg/ml.

3.B.14. Tratamiento de datos

Los datos experimentales se expresan general
mente como la media de los valores obtenidos de distin

. + .
tos animales - el error estandar de la media.

El ajuste de rectas de regresidén se realizd
.por el procedimiento convencional, segin el método de

minimos cuadrados.

Para comparar distintos valores entre si, se
verificd en primer lugar si las varianzas muestrales de
ambos grupos se podian considerar iguales o diferentes,

a un nivel de significacidén del 0.05, mediante el "test"
de significacidn de diferencias entre dos varianzas de
Snedecor. Segun el caso, se aplicd el 'test'" correspon--
"diente de la "t" de Student, calculéndose mediante un
programa de ordenador el valor de la probabilidad (p)

de que ambas muestras pertenezcan a la misma pobalcidn.
En la preparacidén de tablas y figuras, asi -

como en la nomenclatura de compuestos y en la utiliza-

cién de unidades, hemos seguido normalmente las reco--

-124-



mendaciones de diversos organismos cientificos interna

cionales, recopilados en "Instructions to authors" -
(1985) J. Biol. Chem. (272).
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4.- RESULTADOS

4.A.~- Establecimiento de los criterios para la clasifi-

cacidén de las poblaciones celulares aisladas de -

intestino.

Se ha procedido a la determinacidn de las ac-
tividades enzimaticas fosfatasa alcalina, timidina kina

sa y fosfatasa acida, en duodeno, yeyuno e ileon.

La fosfatasa alcalina se ha considerado como
enzima marcadora de las células superiores de la vello-
sidad, la timidina kinasa, como enzima marcadora de las
células indiferenciadas de las criptas, y la fosfatasa &-
cida, por tener actividad semejante en todas las célu--
las de la vellosidad, como enzima indicadora de la esta-

bilidad celular.

Las determinaciones enzimaticas se realizaron
sobre las preparaciones obtenidas tras la sonicacibén de
las células aisladas,de tres pollos distintos, para ca

da regidén de estudio.
4.A.1.- Duodeno.

4.A.1.1.~- Actividad fosfatasa alcalina.

La tabla 1 (fig. 1) muestra los resultados ob
tenidos, aprecidndose que la actividad fosfatasa alcali
na es aproximadamente tres veces superior en las célu--
las recogidas durante los primeros veinte min, respecto
de las recogidas en el Gltimo periodo (140-160 min), -
disminuyendo gradualmehte hasta alcanzar este Gltimo va

lor.

-126-



4.A.1.2.- Actividad timidina kinasa

La tabla 1 (fig. 1) muestra los resultados
obtenidos, pudiendo apreciar que la actividad timidina
kinasa es aproximadamente nueve veces inferior en las
células recogidas durante los primeros veinte min, res-
pecto de las recogidas en el Gltimo periodo de 140-160

min, aumentando gradualmente hasta alcanzar este valor.

4.A.1.3.- Actividad fosfatasa Acida

La tabla 1 (fig. 1) recoge los resultados ob-
tenidos observéandose que las variaciones de actividad
en cada una de las fracciones recogidas durante el pro-

ceso de aislamiento de enterocitos son minimas.

De acuerdo con los resultados mostrados en
la tabla 1 (fig. 1), se han considerado en duodeno cé-
lulas superiores de la vellosidad, las recogidas durante
los primeros 40min; células medias de 1la vellosidad, las

recogidas en los 40 min siguientes (40-80 min); célu-
las inferiores de la vellosidad, las recogidas en los 40
min siguientes (80-120 min), y células de las criptas,

las recogidas en los Gltimos 40 min (120-160 min).

4.A.1.4.- Microfotografias de cortes histolbdgicos del -

duodeno de pollo

En la figura 1' se muestran las microfotogra-
fias correspondientes a tres cortes histoldgicos del duo-
deno de pollo en tres situaciones distintas: a) corte -
histoldégico del duodeno de un pollo control; b) corte -

histoldégico del duodeno tras 120 min de incubacidn en el
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DUODENO

Tiempo Fosfatasa alcalina Timidina kinasa Fosfatasa acida
(min) (pmol/mg prot x 15 min) (pmol/mg prot x 60 min) (pmol/mg prot x 30 min)
20 5.71+0.65 6.04+1.06 0.66+0.03
40 3.45+0.24 6.46+1.24 0.64+0.02
60 2.57i0.24 12.20+2.80 O.Glt0.0l
80 2.27t0.07 10.86t0.80 O.63t0.02
100 2.13+0.33 24.04+4.60 O.53t0.03
120 2.09+0.25 37.62+2.20 0.73+0.01
140 2.05+0.22 49.60+2.20 O.70t0.01
160 1.82+0.07 51.62+5.50 0.73+0.04

Tabla l.- Actividad fosfatasa alcalina, timidina kinasa y fosfatasa Acida de células
epiteliales de duodeno, aisladas mediante incubacién durante diferentes tiempos en los
tampones de aislamiento. Los valores se expresan como la media de tres determinacio--

nes + S.E.M.



Actividad especifica fosfatasa alcalina

DUODENO
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Figura 1.- Actividad fosfatasa alcalina, timidina kinasa y fos-
fatasa acida, de células epiteliales de duodeno, aisladas median-
te incubacidn durante diferentes tiempos en los tampones de ais-
lamiento. Los valores se expresan como la media de tres determina-
ciones * S.E.M. (o) fosfatasa alcalina; (o) fosfatasa acida; (e)

timidina cinasa
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Figura 1'.- Microfotografias de cortes histo-
16gicos de duodeno, a) de un pollo control, b)
tras 120 min de incubacidén en el tampdén B de
aislamiento, y c¢) tras 160 min de incubacidn
en ell mismo tampdbdn. V: vellosidades, C: crip-

tas.
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en el tampé4n B, y c¢) tras 160 min de incubacibén en el mis-

mo tampdn.

En la microfotografia b puede observarse que tras
120 min de incubacidn en el tampén de aislamiento, se han -
desprendido las células epiteliales que recubren la vello-
sidad, pero no las de las criptas, en cambio a los 160 min
(microfotografia c) se ha conseguido el desprendimiento --
tanto de las células epiteliales de la vellosidad como las

de las criptas.
4,A.2.- Yeyuno

4.A.2.1.- Actividad fosfatasa alcalina

En la tabla 2 (fig. 2) se recogen los datos obte-
nidos, pudiendo observarse que la actividad enziméitica —-—
en la fraccién de células obtenidas durante los primeros -
20 min es aproximadamente 5 veces superior a la obtenida -
en la Gltima fraccidén recogida en los 140-160 min, disminu-
yendo progresivamente en las distintas fracciones hasta al-

canzar este Gltimo valor.

4.A.2.2.- Actividad timidina kinasa

La tabla 2 (fig. 2) muestra los resultados obte-
nidos, pudiéndose apreciar que el valor de la actividad --
timidina kinasa en la fraccidén recogida durante los prime-
ros 20 min es alrededor de 6 veces inferior a la determi-
nada en la ultima fraccidén, obtenida durante el periodo -
140-160 min, observandose que dicha actividad aumenta gra-
dualmente en las distintas fracciones hasta alcanzar este

Gltimo valor.
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4,A.2.3.- Actividad fosfatasa acida

En la tabla 2 (fig. 2) se muestran los resultados
obtenidos, observandose que la actividad fosfatasa &cida -
varia minimamente en cada una de las fracciones celulares

obtenidas durante los 160 min de incubacién.

De aduérdo con los resultados mostrados en la ta-
bla 2 (fig. 2), se han considerado, en yeyuno, células su-
perioresde la vellosidad, las recogidas durante los 40 pri-
meros min; células medias de la vellosidad,las recogidas en
los 40 min siguientes (40-80 min); células inferiores de la
vellosidad, las recogidas en los 40 min siguientes (80-120
min), y células de las criptas, las recogidas en los Ulti-
mos 40 min (120-160 min).

4.A.2.4.- Microfotografias de cortes histoldgicos del yeyu-

no de pollo

En la figufa 2' se muestran las micrfotografias
correspondientes a tres cortes histoldgicos de yeyuno de -
pollo en tres situaciones distintas: a) corte histoldgico
del yeyuno de un pollo control; b) corte histoldgico del -
-yeyuno tras 120 min de incubacién en el tampdbn B, y c) tras

160 min de incubacidén en el mismo tampdn.

En la microfotografia b puede observarse que tras
120 min de incubéoién en el tampdén de aislamiento se han -
desprendido las células epiteliales que recubren la vello-
sidad, pero no las de las criptas, en cambio a los 160 min
(microfotografia c¢) se ha conseguido el desprendimiento —--
tanto de las células epiteliales de la vellosidad como las

de las criptas.
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YEYUNO

Tiempo Fosfatasa alcalina Timidina kinasa Fosfatasa acida
(min) (pmol/mg prot x 15 min) (pmol/mg prot x 60 min) (pmol/mg prot x 30 min)
20 25.83+3.10 3.03+0.62 1.15+0.14
40 21.59+2.30 1.75+40.17 1.25+0.17
60 15.81+1.40 3.64+0.83 1.30+0.18
80 12.83+0.99 6.44+1.49 1.17+0.09
100 10.93+1.22 13.05+2.92 1.07+0.09
120 8.53+0.67 12.15+2.13 0.98+0.09
140 4.97+0.55 14.19+2.15 0.82+0.14
160 4.87+0.71 19.76+2.34 0.94+0.22
Tabla 2.- Actividad fosfatasa alcalina, timidina kinasa y fosfatasa &4cida de células

epiteliales de yeyuno, aisladas mediante incubacidén durante diferentes tiempos en los
tampones de aislamiento. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones

+ S.E.M.
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Figura 2.- Actividad fosfzxasa alcalina, timidina kinasa y fos-

fatasa &cida, de células epiteliales de yeyuno, aisladas median-
te incubacidn durante diferentes tiempos en los tampones devais—
lamiento. Los valores se expresan como la media de tres determi-
naciones + S.E.M. (o) fosfatasa alcalina; (o) fosfatasa &acida;

(@) timidina cinasa.
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Figurai2'.— Microfotografias de cortes histo-
l6gicos de yeyuno,a) de un pollo control, b)
tras 120 min de incubacién en el tampbén B de.
aislamiento, y ¢) tras 160 min de incubacion
en el mismo tampdén. V: vellosidades, C: crip-

tas.
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4.A.3.- Tleon

A4.A.3.1.- Actividad fosfatasa alcalina

La tabla 3 (fig. 3) muestra los resultados obte-
nidos en las distintas fracciones de células recogidas, --
observandose que la actividad fosfatasa alcalina en la frac-
cién obtenida durante los primeros 20 min es alrededor de
14 veces superior, respecto de la determinada en la Gltima
fraccién (100-120 min), comprob&dndose asi mismo que la ac-
tividad va disminuyendo progresivamente en cada una de ellas

hasta alcanzar el valor antes mencionado.

A.A.3.2.- Actividad timidina Kinasa

La tabla 3 (fig. 3) recoge los resultados obte-
nidos en cada una de las fracciones de células aisladas, -
observandose que la actividad enziméatica en las células re-
cogidas durante los primeros 20 min es alrededor de 5 veces
inferior a la determinada en la Gltima fraccidén (100-120 -
min), observandose que dicha actividad aumenta gradualmente‘

hasta alcanzar este Gltimo valor.

A4.A.3.3.- Actividad fosfatasa &acida

La tabla 3 (fig. 3) recoge los resultados obteni-
dos en cada una de las fracciones de células aisladas. En
ella se puede observar que las actividades determinadas en

las distintas fracciones varian de forma poco apreciable.

De acuerdo con los resultados mostrados en la ta-
bla 3 (fig. 3), se han considerado, en ileon, células supe-
riores de la vellosidad, las recogidas durante los primeros

30 min; células medias de la vellosidad, las recogidas du--
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rante los 30 min siguientes (30-60 min); células inferio--
res de la vellosidad, las recogidas durante los 30 min si-
guientes (60-90 min), y células de las criptas, las reco--
gidas en los Ultimos 30 min (90-120 min).

4.A.3.4.- Microfotografias de cortes histoldgicos del ileon
de pollo

En la figura 3' se muestran las microfotografias
correspondientes a tres cortes histolégicos del ileon de -
pollo en tres situaciones distintas: a) corte histolébgico
del ileon de un pollo control; b) corte histolégico del —-
ileon tras 90 min de incubacién en el tampén B, y c) tras

120 min de incubacidén en el mismo tampbdn.

En la microfotografia b puede observarse, que --
tras 90 min de incubacidén en el tampbdn de aislamiento, se
han desprendido las células epiteliales que recubren la --
vellosidad, pero no las de las criptas, en cambio a los.160
min (microfotografia c), se ha conseguido el desprendimien-
to tanto de las células epiteliales de la vellosidad como

las de las criptas.
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Tiempo Fosfatasa alcalina Timidina kinasa Fosfatasa acida
(min) (amol/mg prot x 15 min) (pmol/mg prot x 60 min) (pmol/mg prot x 30 min)
20 7.73+0.03 9.73+0.19 0.22+0.01
40 7.04+0.26 14.8011.94 O.21i0.02
60 5.2310.53. 13.50&0.47 O.th0.0l
80 4.35+0.38 - 21.98+4.22 0.24+0.02
100 2.72+0.27 39.6411.97 0.2410.01
120 0.48+0.16 51.69+0.42 0.19+0.01

Tabla 3.- Actividad fosfatasa alcalina, timidina kinasa, y fosfatasa dcida de células
epiteliales de ileon, aisladas mediante incubacién durante diferentes tiempos éen los
. tampones de aislamiento. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones

+ S.E.M.



Actividad especifica fosfatasa alcalina

ILEON
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Figura 3.- Actividad fosfatasa alcalina, timidina kinasa y fos-

fatasa acida, de células epiteliales de ileon, aisladas median-

te incubacidén durante diferentes tiempos en los tampones de ais-
lamiento. Los valores se expresan como la media de tres determi-
naciones + S.E.M. (O0) fosfatasa alcalina; (o) fosfatasa acida;

(@) timidina cinasa.
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Figura 3'.- Microfotografias de cortes histo-
1égicos de ileon,a) de un pollo control, b)
tras 90 min de incubacién en el tampdn B de
aislamiento, y c) tras 120 min de incubacidn
en el mismo tampdn. V: vellosidades, C: crip-
tas.
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4.B.- Establecimiento de las condiciones 6ptimas para

el ensayo '"in vitro" de la actividad HMG-CoA re-

ductasa en enterocitos.

Para el establecimiento de dichas condicio-
nes, la actividad enzimidtica se ha ensayado en una --
preparacidn obtenida tras la sonicacidén de un 'pool"
de células integrado por todas las fracciones celula-
res recogidas de duodeno, yeyuno e ileon de tres po--
llos, excepto en el caso del subfraccionamiento, en -
el que los ensayos de la actividad se han realizado -
en los distintos sedimentos y sobrenadantes obtenidos
tras una centrifugacidén diferencial de la preparacidn

enzimatica antes mencionada.

4.B.1.- Influencia del tiempo de incubacidn

Para determinar el tiempo 6ptimo de duracién
de la reaccidn enzimitica, se han rcalizado experimen-
tos durante distintos tiempos, que abarcan un interva-
lo de 0 a 60 min.

La tabla 4 (fig. 4) muestra los resultados
obtenidos, observéndose que la actividad HMG-CoA re-

ductasa aumenta linealmente hasta los 30 min.

4.B.2.- Influencia de la concentracidén proteica

Se ha establecido el margen de proporcionali-

dad entre la cantidad de proteina presente en el medio

de reaccién y la actividad enzimitica. La tabla 5 (fig.5)
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Tiempo o © Actividadenzimitica

(min) (pmol/mg prot)
10 589+48
15 871+71
30 1538+49
60 2198+76

Tabla 4.- Influencia del tiempo de incubacidén sobre 1la

actividad HMG—CqAﬁredgctasaﬁjdq.célu%as epiteliales ais-

ladas de intestino. Los resultados se expresan como la

media de tres determinaciones + S.E.M.

-145-



Actividad enzimédtica
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Figura 4.~ Influercia del tiempo de incubacibén, sobre la

actividad HMG-CoA reductasa, de células epiteliales ais-

ladas de intestino. Los resultados se expresan como la

media de tres determinaciones ¥ S.E.M.
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teinas R e s
Pro Actividad enzimatica

(mg) (pmol/min)
0.1 30.1+2.7
0.2 53.1+2.4
0.3 77.3+4.2
0.4 92.5+5.2

Tabla 5.- Influencia de la concentracidén proteica sobre

la actividad HMG-CoA reductasa, de células epitsliales.

aisladas de intestino. Los resultados se expresan‘como

la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 5.- Influencia de la concentracidn proteica sobre

1a actividad HMG-CoA reductasa, de células epiteliales’

aisladas de intestino. Los resultados se expresan como la

media de tres determinaciones + S.E.M.
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muestra los resultados obtenidos tras realizar experieg
cias en presencia de distintas cantidades de proteina,
hasta un méximo de 0.4 mg. La actividad HMG-CoA reduc-
tasa aumenta linealmente hasta aproximadamente 0.3 mg
de proteina.

4,B.3.- Distribucidn subcelular de la actividad HMG-CoA
reductasa. '

Para determinar la distribucidén subcelular de
la actividad HMG-CoA reductasa, se sometid la prepara-
cidén enzimética a una centrifugacién diferencial. Como
fraccidn nuclear se considerd el sedimiento obtenido -
por centrifugacidén a 5000 x g durante 15 min. Como frac
cidén mitocondrial, se considerd el sedimento de la cen
trigugacidén del sobrenadante anterior a 15000 x g du--
rante 15 min. De la centrifugacidén a 105000 x g duran-
te 60 min del sobrenadase anterior, se obtuvo un sedi-
mento, que se considerd como la fraccién microsomal, y

un sobrenadante que se considerd el citosol.

La tabla 6 recoge los valores obtenidos, en -
términos de actividad especifica y actividad total, en
cada una de las fracciones subcelulares ensayadas, a--
precidndose que la maxima actividad especifica se ob-
servd en la fraccidn microsomal. , la minima en la
fraccidén citosblica, detecténdose igualmente actividades
relativamente altas en las fracciones nuclear y mito--

condrial.

4.B.4.- Influencia del inhibidor de la tripsina sobre

la actividad HMG-CoA reductasa

Para comprobar el efecto que el inhibidor de
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Actividad especifica Actividad total

=

o)

O

Fraccidén subcelular (pmol/mg prot x min) (pmol/min)
Homogenado 58.5£3.1 5837+231
Nacleos | 65.5+4.0 1207+80
Mitocondrias ; 97.2+8.3 478+39
Microsomas 164.2+4.2 2406+60
Citosol | 4.240.6 73480

Tabla 6.- Actividad HMG-CoA reductasa en

lulas aisladas de intestino.
+ S.E.M.

las distintas fracciones subcelulares de cé

Cada punto representa la media de tres determinaciones
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Regidn de Actividad HMG-CoA reductasa Actividad HMG-CoA reductasa

intestino + Inhibidor tripsina - Inhibidor tripsina
(pmol/mg prot x min) (pmol/mg prot x min)

Duodeno 6.7+0.4 5.8+0.2

Yeyuno . 8.3+0.9 7.7+0.6

Ileon 10.440.9 9.7+1.1

Tabla 7.- Efecto del inhibidor de la tripsina sobre la actividad HMG:CoA reductasa en

mucosa raspada de duodeno, yeyuno e ileon. Los resultados se expresan como la media -

de tres determinaciones + S.E.M.
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la tripsina puede tener sobre la actividad HMG-CoA re-
ductasa, se raspd mucosa de duodeno, yeyuno e ileon. -
De cada una de las tres regiones se hicieron dos lotes,
uno de ellos se resuspendidé en el tampdén de homogeniza
cidébn normal de la HMG-CoA reductasa y el otro en el -
mismo tampdn,al que ademéds se le afiadié inhibidor de -
la tripsina (2 mg/ml). La homogenizacidn se realizd con

un "“potter'" mecéanico.
P

Los resultados son los que se muestran en la
tabla 7, observandose que los valores de la actividad
HMG-CoA reductasa obtenidos en las preparaciones que -
habian sido homogeneizadas en el tampdn que no contenia
inhibidor de la tripsina, representan alrededor del 90%
de las determinadas en la preparacién que si contenia -

inhibidor de la tripsina.

4.C.- Establecimiento de las condiciones Optimas para

el ensayo '"in vitro" de la actividad PPMVA des-

carboxilasa en enterocitos.

Para el establecimiento de dichas condiciones,
la actividad enzimatica se ha ensayado en una prepara-
cibn obtenida tras las sonicacién de un '"pool" de célu-
las integrado por todas las fracciones celulares reco-
gidas de duodeno, yeyuno € ileon, de 3 pollos, excepto
para el subfraccionamiento, en el que los ensayos de la
actividad se han realizado en los distintos sedimentos
y sobrenadantes obtenidos tras una centrifugacidén dife-

rencial de la preparacidn enzimdtica antes mencionada.

4.C.1.- Influencia del tiempo de incubacidn

Para determinar el tiempo éptimo de duracidn

de la reaccidén enziméitica, se han realizado experien--
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Tiempo : Actividad.enzimatica i -

(min) ' (nmol/mg prot)
5 0.42+0.03
10 0.65+0.03
15 | 1.0440.04
30 1.77+0.06
60 3.56+0.09

Tabla 8.- Influencia del tiempo de incubacién sobre la

.actividad PPMVA descarboxilasa de células epiteliales

alsladas de intestino. Los resultados se expresan como

la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 6.- Influencila del tiempo de incubacidn sobre la

actividad PPMVA descarboxilasa, de células epiteliales

aisladas de intestino. Los resultados se expresan como

1a media de tres determinaciones + .S.E.M.
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cias durante distintos tiempos que abarcan un interva-
lo de O a 60 min.

La tabla 8(fig.6), muestra los resultados ob
tenidos, observandose que la actividad PPMVA descarbo-

xilasa aumenta linealmente durante el tiempo ensayado.

4.C.2.- Influencia de la concentracién proteica.’

Con objeto de determinar el margen de propor
‘cionalidad entre la concentracidén proteica y la canti-
dad de productos formados, se han llevado a cabo expe-
riencias en presencia de distintas concentraciones de

proteina de la preparacidén enzimética.

La tabla 9 (fig. 7) muestra los resultados
~obtenidos, observandose que la actividad PPMVA descar-
boxilasa aumenta linealmente hasta la méxima concentra

cidén ensayada.
T

4,C,.3.- Distribucidn subcelular de la actividad PPMVA

descarboxilasa.

Para determinar la distribucidn subcelular de
la actividad PPMVA descarboxilasa, se sometid la prepa
racién enzimética a una centrifugacidn diferencial, tal

como se especifica en el punto 4.B.3.

La tabla 10 muestra los valores obtenidos,c -
en términos de actividad especifica y actividad total,
en cada una de las fracciones subcelulares estudiadas,
observandose que la méxima actividad especifica es re-
cogida en la fraccibébn "citosol", siendo la actividad -
de las restantes fraéciones subcelulares sensiblemente

mas baja.
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Proteinas , Actividad enzimatica :

(mg) (pmol/min)
0.05 3.0+0.1
0.10 6.440.1
0.15 9.2+0.1
0.20 12.440.2
0.30 19.440.2

Tabla 9.- Influencia de la concentracidn proteica sobre

la actividad PPMVA descarboxilasa, de células epiteliales
aisladas de intestino. Los resultados se expresan como

la media de tres determinaciones f S.E.M.
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Figura 7.- Influencia de la concentracidn proteica sobre

la actividad PPMVA descarboxilasa, de células epiteliales

aisladas de intestino. Los resultados se expresan como la

media de tres determinaciones j S.E.M.
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Fraccidn subcelular

,
n
P

Actividad especifica

(pmol/mg prot x min)

Actividad total
(nhol/min)
’ﬁ

Homogenado
Nacleos
Mitocondrias
Microsomas

Citosol

1i1.612.1
23.0+1.5
fz.4i1.5
57.6t1.1

423.0+6.0

12?1010.25
0.55+0.03
0.184+0.02
oﬁ1310.01

14793+0.87

.
B

Tabla 10.- Actividad PPMVA descarboxilasa en las distintas fraccionés subcelulares

de células epiteliales aisladas de intestino. Cada punto representahla media de -

tres determinaciones + S.E.M.

b
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4.D. Establecimiento de las condiciones Optimas para el

ensayo "in vitro'" de la actividad ACAT en entero-
citos.

A fin de establecer las condicioens 6ptimas
para el ensayo de la actividad ACAT, se ha partido de
una preparacidén enzimidtica obtenida tras la sonicacidn
~de un "pool" de células formado por todas las fraccio-
nes celulares recogidas en duodeno, yeyuno e ileon de
tres pollos, excepto para el subfraccionamiento, en el
que los ensayos de la actividad se han realizado en los
distintos sedimentos y sobrenadantes obtenidos tras -
una centrifugacidén diferencial de la preparacién enzi-

mética antes mencionada.

4.D.1.- Influencia del tiempo de incubacién.

Para determinar el tiempo éptimo de duraciébn
de la reaccidn enzimética, se han realizado experien--

‘cias durante distintos tiempos, que abarcan un interva
lo de O a2 10 min.

La tabla 11 (fig. 8), muestra los resultados
obtenidos, observandose que la actividad ACAT aumenta

linealmente hasta los 2 min.

4.D.2.- Influencia de la concentracidn proteica.

Se ha etablecido el margen de proporcionali-
dad entre la cantidad de proteina presente en el medio

de reaccibn y la actividad enzimédtica.
La tabla 12 (fig. 8) muestra los resultados

obtenidos tras realizar experiencias en presencia de -~

distintas cantidades de proteina, hasta un méximo de -
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Tiempo Actividad enzimatica

(min) (pmol/mg prot)
1 | 233+12
2 413+23
3 521i34~
5 566i18
10 753i49

3
T

Tabla 11.- Influencia del tiempo de incubacidn sobre la
actividad ACAT de células epiteliales aisladas de intes-
tino. Los valores se expresan COmMo la media de tres de-

terminaciones + S.E.M.
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Figura 8.- Influencia del tiempo de incwacidn sbre 1la
actividad ACAT, de células epiteliales aisladas de in-
testino. Los valores se expresan como la media de tres

determinaciones * S.E.M.
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Proteinas Actividad enziméatica

#
(mg)" (pmol/min)
0.05 13.2+1.2
0.10 35.3+1.2
0.20 ' 74.0+1.0
0.30 138.6+6.1
0.40 | 147.2+3.6
Tabla 12.- Influencia de la conﬂentrac1on protelca sobre

la act1v1dad ACAT de células epltellales aisladas de in-
testino. Los valores se eXxpresan como la media de tres

determinaciones + S.E.M.
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Actividad especifica Actividad total

Fraccidén subcelular : (nmol/mg prot x min) (n@bl/min)
Homogenado 317.5+17.5 : 37°%t1'8
Nacleos 342.1+10.4 9.§t0.4
Mitocondrias 863.3+13.6 9.7+0.3
Microsomas 485.4157.4 7.§t0.9
Citosol ‘ 15.8t1.6 O.?to.l

=
L

Tabla 13.- Actividad ACAT en las distintas fracciones subcelulareside células epite-

liales de intestino. Cada punto repreéenta 1a media de tres determinaciones + S.E.M.

%ol
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0.4 mg. La actividad ACAT aumenta linealmente dentro -

del rango de concentraciones ensayado.

4.D.3.- Distribucidn subcelular de la actividad ACAT.

Para determinar la distribucibén subcelular -
de la actividad ACAT, se sometidé la preparacidén enzimi
tica a una centrifugacidn diferencial, tal como se es-
pecifica en el punto 4.B.3.

La tabla 13 muestra los valores obtenidos en
términos de actividad especifica y actividad total, en
cada una de las fracciones subcelulares estudiadas, ob
servandose que la méaxima actividad especifica se obtu-
vo,en contra de lo esperado, en la fraccidén “"mitocon--

dria" y la minima en la fraccidén "citosol".

4.E.- Variaciones en la actividad HMG-CoA reductasa,

PPMVA descarboxilasa y ACAT en mucosa raspada de

£ =

duodeno, yeyuno e ileon.
3

A fin de establecer las diferencias en la ac
tividad enzimatica a lo largo del intestino, se reali-
zaron los ensayos de cada una de las tres enzimas men-
cionadas en mucosa raspada, con el objeto de poder com
parar los resultados con los obtenidos en enterocitos

aislados.

los valores determinados se muestran en la -
tabla 14, no apreciéndose diferencias notables en la -
actividad PPMVA descarboxilasa, y si en la HMG-CoA re-

ductasa y ACAT, entre las tres fegiones comparadas.

4,F.- Variaciones del metabolismo lipidico a lo largo

del eje longitudinal y transversal del intestino

Tanto la determinacidén de las distintas acti
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Regidén intestino HMG-CoA reductasa PPMVA descarboxilasa ACAT
(pmol/mg prot ximim (pmol/mg prot x min) (pmol/mg prot x min)

Duodeno 4.4+0.3 45.5+1.5 47.7+1.4

Yeyuno 7.8+0.6 40.6+1.0 58.4+5.2
Ileon 8.9+0.7 57.2+3.3 v 17.9+1.2

Tabla 14.- Diferencias de actividad egpecifica HMG-CoA reductasa, PPMVA descarboxila
sa y ACAT en mucosa raspada de duodeno, yeyuno € i{leon. Los resultados se expresan -

como la media de cuatro determinaciones + S.E.M.




Tanto la determinacidén de las distintas acti
vidades enzimaticas, como la del contenido en coleste-
rol, se realizaron en células epiteliales aisladas de
duodeno, yeyuno e ileon de tres pollos diferentes. A -
su vez, en cada una de estas tres regiones se distin--
guio entre células superiores de la vellosidad, medias

inferiores y células de las criptas.

4.F.1.-~ Variaciones del contenido en colesterol.

Los resultados obtenidos se exponen en la ta
bla 15 (fig.10), observéandose que entre duodeno y yeyu
no no se aprecian diferencias ni en el contenido en co

lesterol total ni en el libre,siendo en ambas regiones los

valores inferiores a los determinados en ileon.

En todos los casos, el colesterol libre re--
presenta en torno al 95% del total de la célula.

”

4.F.2.- Variaciocnes en la actividad HMG-CoA reductasa.

Los resultados expuestos en la tabla 16 (fig.
11), muestran las variaciones de actividad HMG-CoA re-
ductasa, en términos de actividad especifica, a lo lar
go del eje longitudinal f transversal del intestino. En
eila se puede apreciar que la actividad enzimética en
duodeno es sensiblemente inferior a la determinada en

yeyuno e ileon.

En la tabla 17 (fig. 12) se exponen las varia
ciones de actividad HMG-CoA reductasa, en términos de
actividad total. En ella se aprecia que tanto en duode
no, yeyuno e ileon, las células superiores y medias de
la vellosidad, son las que contribuyen cuantitativamen

te en mayor grado a la formacidén de MVA.
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Duodeno ' Yeyuno ‘ Ileon

Total Libre Total Libre Total Libre
Fraccidn g -
celular (pg/mg prot) (pg/mg prot) 1 (pg/mg prot)
‘}i
Vs 9.240.3  9.0+40.3 8.7+1.1 8.3+0.7 16.:0+0.2 15.6+0.2
-~ :
VM 10.9+0.3 9.9+0.1 21 8.7+0.1 8.2+0.1 16.6+0.2 16.4+0.5
o
VI 11.1+0.4  9.7+0.9 ™ 8.3+40.2 7.7+0.2 14.9+0.3  14.1+0.3

C 9.1+0.2 8.7+0.1 12.4+40.5 12.340.5 17.1+0.3 16.0+0.3

Tabla 15.- Contenido en: colesterol total y libre de las distintas fradciones celulares aisla

das de duodeno, yeyuno e {leon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias;
VI: células inferiores y C: células de las criptas. Cada punto represgnta la media de dos de

terminaciones + S.E.M.
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Figura 10.- Contenido en coleserol total y libre de ls distintas fracciones celulares aisla-

das de duodeno, yeyuno e ileon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias;
VI: células inferiores; C: células de las criptas. Los valores se representan como la media

de dos determinaciones * S.E.M.
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1

Actividad especifica HMG-CoA reductasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Duodeno - Yeyuno g, Ileon
VS 19.7+1.2 90.4+8.0 i 73.3#3.4
VM 20.4+1.5 90.6+3.5 L 80.045.1
VI 22.0+4.0 ° 84.6+3.0 65.3+3.0
c 20.3+0.5 : 68.8+1.1 L 56.5+1.2

Tabla 16.- Actividad especifica HMG-CoA reductasa de células epiteliéies-aisladas de duo

deno, yeyuno € {1eon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI:cé
lulas inferiores y C: células.de las criptas. Los resultados se expresan como la media -

de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 11.- Actividad esmpcifica HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de duo-

deno, yeyuno e ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:célu-
las inferiores; C:células de las criptas. Los resultados se expresan como la media de tres

determinaciones * S.E.M.
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" Actividad total HMG-CoA reductasa

(nmol/min)

Fraccidn celular Duodeno Yeyuno é- Ileon -
Vs 1.75+0.10 2.53+0.22 . 1.45+40.07
VM 1.19+0.09 2.09+0.08 » 2.83+0.18
VI 0.75+0.13 1.31+0.05 ~ 1.78+0.11
C 0.68+0.12 0.61+0.02 0.56+0.01

-

X
«

Tabla 17.- Actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales éisladas de duodeno,
yeyuno e {leon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células?nedias; VI: células

inferiores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan cqho media de tres de

terminaciones + S.E.M. i
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Figuré 12.- Actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de duo-

deno, yeyuno e ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VI:células inferiores;
VM:células medias; C:células de¢ las criptas. Los resultados se expresan como la media

de tres determinaciones * S.E.M.



4.F.3.- Variaciones en la actividad PPMVA descarboxila-

sa.

Los cambios observados para la actividad PPMVA
descarboxilasa se muestran en la tabla 18 (fig. 13). -
Se puede apreciar gue la actividad especifica apenas -
si varia a lo largo del eje longitudinal; en cambio en
el eje transversal se puede apreciar que la actividad
enzimatica es ligeramente superior en las células infe

riores de la vellosidad y en las de las criptas.

Las variaciones de actividad enzimatica, ex-
presadas en términos de actividad total, se muestran -
en la tabla 19 (fig. 14), observéandose que la méxima -
actividad la presentan las céulas superiores y medias

de la vellosidad.

4A.F.4.- Variaciones en la actividad ACAT

Los resultados de la tabla 20 (fig. 15)-re--
flejan las variaciones de la actividad especifica ACAT
a lo largo del intestino. El yeyuno es la regién en la
que se alcanzan claramente los valores mas elevados, y
dentro de esta regidén, las células superiores y medias
de la vellosidad son las que se muestran mas activas.

En ileon, se observaron los valores mas bajos de acti-

vidad.

La actividad enzimética, expresada como acti
vidad total, se muestra en la tabla 21 (fig. 16). En -
ella se aprecia que los valores mas elevados correspon
den también, en las tres regiones, a las células supe-

riores y medias de la vellosidad.

4.F.5.- Variaciones en la actividad acil-CoA hidrolasa
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Actividad especifica PPMVA descarboxilasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccibén celular Duodeno Yeyuno Ileon
VS 30.4+0.1 32.5+4.8  30.0+1.5
VM 29.4+2.3 48.7+1.5 , 34.0+1.7
VI 37.5+1.8 52.7+1.1 ) 43.4+1.6
C 41.4+45.0 f 46.8+0.1 ? 52.6+7.0

¢

Tabla 18.- Actividad especifica PPMVA deécarboxilasa de células epiteliales de duodeno,

yeyuno e {leon. VS: células superiores dé la vellosidad, VM: células medias; VI: célu--

las inferiores y C: células de las criptas. Los resultados se expresanicomo la media -

de tres determinaciones + S.E.M. - ’ n

i
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Figura 13.- Actividad especifica PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de

duodeno, yeyuno e ileon. VS:células supcriores de la vellosidad; VM:células medias; VI:
células inferiores; C:células de las criptas. Los valores se expresan como la media de

tres determinaciones + S,E.M.
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Actividad total PPMVA descarboxilasa
(nmol/min)
Fraccién celular Duodeno Yeyuno Ileon
VS 2.71+0.01 0.91+0.13 0.59+0.03
VM 1.71+0.13 1.12+0.03 1.20+0.06
VI 1.27+0.06 0.82+0.02 1.18+0.06
C 1.38+0.16 0.42+0.01 0.52+0.07
Tabla 19.- Actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de duode
VI: célu

no, yeyuno e {leon.VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias;

las inferiores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan.como la media de

tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 14.- Actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de duo-

deno, yeyuno e ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:cé-

lulas inferiores; C:células de las criptas.

determinaciones X S.E.M.

Los valores se expresan como la media de tres
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Actividad especifica ACAT

(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Duodeno Yeyuno Ileon
VS 142.8+9.8 342.6+19.3 92.3+3.1
VM 123.5+6.1 350.4%6.9 87.2+0.3
VI 141.0+3.2 242.4+7.0 99.6+5.1
C 131.5+1.2 241.8+2.1 92.4+2.0

Tabla 20.- Actividad especifica ACAT de células apiteliales aisladas de duodeno, yeyuno
e {leon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células infe

riores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan como la media de tres «

determinaciones + S.E.M.
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Actividad total ACAT

(nmol/min)

Fraccidn celular Duodeno Yeuno Tleon
VS 12.7110.87 9.64+0.54 1.83+0.06
VM 7.19+0.35 8.09i0.16 3.0910.01
VI 4.79+0.11 3.77t0.11 2.7230.18
C 4.40t0.04 2.05i0.02 0.9210.02

Tabla 21.- Actividad total ACAT de células epiteliales aisladas de duodeno, yeyuno e -

ileon: VS: células superiores de la vellosidad; VM:

células medias;

VI:

células infe—-

riores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan como la media de tres -

determinaciones + S.E.M.
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Los valores se expresan como la media de tres determi-



Con el objeto de conocer el grado de hidrdli-
sis del ©Oleil-CoA, utilizado como sustrato en la reac-
cién de la ACAT y en la incorporacidén a triglicéridos
y fosfolipidos, se determindé la actividad acil-CoA hi-
drolasa en las distintas fracciones celulares de duode
no, yeyuno e ileon. Los resultados se muestran en la -
tabla 22 (fig. 17). No se observan diferencias notables
entre las tres regiones de estudio, excepto en yeyuno,
dénde las células superiores y medias de la vellosidad

muestran las mayores actividades.

4.F.6.~ Variaciones en la incorporacién de oleil-CoA a

triglicéridos.

El yeyuno es la regidn del intestino(gue mues
tra la mayor actividad en la incorporacidén de oleil-CoA
a triglicéridos, siendo unas 3 veces superior que en -
duodeno y alrededor de unas 7 veces superiore que en -
ileon. Los resultados, expresados en nmol/mg prot x -

min, se muestran en la tabla 23 (fig. 18).

La tasa de incorporacidén a lo largo del in--
testino, expresada como nmol/min, se muestra en la ta-
bla 24 (fig. 19), en ella se observa que los valores -
mas elevados corresponden a las células superiroes y -

medias de la vellosidad, en duodenoc y yeyuno, y los -

valores minimos, a las células inferiores y a las de

las criptas de ileon.

4.F.7.- Variaciones en la incorporacidén de oleil-CoA a

fosfolipidos.

_ Los valores obtenidos en la velocidad especi
fica de incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos se -
muestranen la tabla 25 (fig. 20). En ella se puede a--
preciar que la méxima actividad se encuentra en las cé

lulas superiores de la vellosidad de yeyuno, seguida -
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Actividad especifica acil~CoA hidrolasa

(nmol/min x mg prot)

Fraccidn celular Duodeno Yeyuno E Ileon.
VS 4.2+40.1 6.1+0.2 ' 4.1+40.3
VM 4.6+0.1 6.6+0.1 , 3.5+0.1
VI 5.2+0.2 4.940.1 4.4+40.2
c 4.8+0.1 4.2+40.2 © 3.040.1

Tabla 22.- Actividad especifica acil-CoA hidrolasa de células epiteliales aisladas de -

duodeno, yeyuno e {leon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias;
VI: células inferiores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan como la

media de tres determinaciones + S.E.M.



—-G81-

| puobeNO | I vYEYUNO l 1 ILEON |
gz § 2l
2 Vs M VI§ — v{'§ VS M vz§

duodeno, yeyuno e ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:

células inferiores; C:células de las criptas.

de tres determinaciones * S.E.M.

Los resultados se expresan como la media
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Duodeno Yeyuno . Ileon
'S 288.5+7.5 823.4+50.0 125.6+10.4
VM 234.0+6.3 722.5+38.5 103.7+6.5
Vi 289.0+10.6 600.7+25.5 92.5+4.3
C 210.5+1.% 655.6+19.3 95.0+6.1
Tabla 23.- Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos, expresada como actividad espe-

cifica, en células epiteliales aisladas de duodeno, yeyuno e ileon. VS: células supe-
riores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de -

las criptas. Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Ircorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(nmol/min)

F
X
o
Fraccién celular Duodeno Yeyuno g Ileon
V3 22.69+0.66 23.17+1.41 2.48+0.21
VM 13.62+0.36 16.67+0.92 3.67+0.20
VI 9.81+0.36 9.34+0.41 2.52+0.23
C 5.70+0.05 5.83+0.27 0.9540.06
Tabla 24.- Incorporaciéon de oleil-CoA a triglicéridos, expresada como actividad to-

tal, en células epiteliales aisladas de duodeno, yeyuno e ileon. VS: células superio
res de la vellosidad; VM: células medias, VI: células inferiores y C: células de las

criptas. Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/mg prot x min)

Yeyuno - Ileon

Fraccidn celular Duodeno

VS .53+0.03 .23+0.28 .04+0.08

VM .14+0.05 .15+0.02 .99+0.20

VI .45+0.07 .47+0.05 .04+0.05

C .22+0.02 .96+0.08 .12+0.02
Tabla 25.- Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada como actividad especi-

fica, en células epiteliales aisladas de duodeno, yeyuno e ileon. VS: células superio-
res de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las

criptas. Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Incorporacidn

(nmol/min)

de o0leil-CoA a fosfolipidos

Fraccidn celular Duodeno Yeyuno 5 Ileon
VS 136.1+2.5 147.3+47.9 20.7+1.5
VM 66.5+2.9 72.740.6 35.3+0.6
VI 49.2+2.4 22.8+0.7 28.4+3.7
C 40.7+0.8 8.5+0.7 11.2+40.2

Tabla 26.- Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada como actividad total,

en células epiteliales aisladas de duodeno, yeyuno e i{leon. VS: células superiores de

la vellosidad; VM:

células medias; VI:

células inferiores y C:

células de las criptas.

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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como la media de tres determinaciones + 3.E.M.



de la de las células medias de la misma regidn.

Las notables diferencias de actividad en ye-
yuno, entre las células superiores de la vellosidad y
las de las criptas, no se aprecian ni en duodeno ni en
ileon, donde las actividades son sensiblemente inferio

res.

“La tasa de incorporacidén, expresada como nmol/
min, se refleja en la tabla 26 (fig. 21). En ella se -
observa que las céulas superiores de la vellosidad de
duodeno y yeyuno presentan la maxima actividad; siendo
4 y 15 veces superior, respectivamente, que la determi
nada en las células de las criptas. En cambio en ileon,
la maxima actividad corresponde a las células medias -
de la vellosidad no apreciéndose en esta regidén las no
tables diferencias que entre las distintas fracciones

se observan en duodeno y yeyuno.

4.G.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con co--

lesterol o colestiramina sobre el metabolismo 1i-

pidico en duodeno.

Con el objeto de establecer en duodeno, las
posibles modificaciones de la actividad colesterogéni-
ca y lipogénica, producidas por la suplementacidn de -
la dieta con colesterol o colestiramina, se procedid
a la determinacidén del contenido en colesterol, asi -
como de distintas actividades enziméticas, en células
superiores de la vellosidad, células medias, inferio--
res y células de las criptas.

Los distintos ensayos se realfzaron en un -

"pool'" de células procedentes de tres pollos distintos.
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4.G.1.- Efecto sobre el contenido en colesterol.

Los resultados obtenidos se recogen en la ta
bla 27 (fig. 22). En ella se puede observar gque no se
apreciaﬁ diferencias notables entre los controles y -
los pollos alimentados con una dieta suplementada con
colestiramina. Sin embargo, en la dieta suplementada -
con colestercl, el contenido tanto en colesterol total
como libre, es més elevado, y a diferencia de los no -
tratados o los tratados con colestiramina, el coleste
rol libre representa alrededor del 70% del total, fren
te al 90% que representa en los controles o en los tra

tados con colestiramina.

4.G.2.- Efecto sobre la actividad HMG-CoA reductasa.

EFl efecto activador de la colestiramina, y =
el inhibidor del colesterol, sobre la actividad espe-
cifica HMG-CoA reductasa, se muestra en la tabla 28 -
(fig. 23). En ella se puede apreciar que 16s valores -
de la actividad HMG-CoA reductasa de duodeno, €n pollos
alimentados con una dieta suplementada con colestirami
na, es alrededor de 3 veces superior a la de los con-
troles. En cambio en los alimentados con una dieta su-

plementada con colesterol, se reduce alrededor del 50%.

En la tabla 29 (fig. 24) se muestran los va-'
lores de la actividad total HMG-CoA reductasa. En ella
se puede apreciar que en los pollos tratados con coles
tiramina, la actividad es mas elevada, en cualquiera -
de las cuatro fracciones estudiadas, que €n los pollos

controles o en los alimentados con dieta de colesterol.

4.G.3. Efecto sobre la actividad PPMVA descarboXilasa
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Control Colesterol Colestiramina

Total Libre ‘ Total Libre Total Libre

Fraccion | R —_— ?——n—- ==
celular (pg/mg prot) ,' (pg/mg prot) : (pg/mg prot)

VS 19.4+0.2  16.7+0.2 '41.240.2 29.1+41.6 19.7+0.7 16.6+40.4

VM 23.2+40.7  21.5+0.5 55.4+2.0 39.1+42.3 20.6+0.9 17.5+40.8

VI 24.8+40.8  22.1+1.1 51.6+2.3 36.6+0.1 22.0+40.6 19.540.3

C 21.5+40.1  19.9+0.5 52.242.1 36.7+40.5 21.1+0.9 20.0+1.7
Tabla 27.- Contenido en colesterol total y libre de las distintas fracciones celulares aisla

das de duodeno de pollos alimentados don dieta control o suplementada con colesterol o coles
tiramina. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferio-
res y C: células de las criptas. Los resultados se expresan como la media de dos determina-

ciones + S.E.M.
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Figura 22.-

Contenido en colesterol total y libre de las distintas fracciones celulares aisladas
de duodeno, de pollos alimentados con una dieta control o suplementada con colesterol o colestira-

mina. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células

de las criptas. Los resultados se expresan

como la media de dos determinaciones } S.E.M.
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Actividad especifica HMG-CoA reductasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccidn celular Control = Colesterol CQ}estiramina
Vs 75.4+4.1 49.8+3. 5% 320.2+43.9 ***
VM  74.3+1.5 48.5+3. 3% 354.2+16. 6%
VI 96.2+5.0 46.2+1 . 7% xx 336.9+7.8 ***
C 109.5+5.4 48.6+5.8%* 272.6+9.0 *xx
Tabla 28.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina sobre

‘la actividad especifica HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de duodeno.

VS: Células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y
C: células de las criptas. Los valores se expresan como las medias de tres determina-
ciones + S.E.M. p es el .nivel de significacidén de la t de Student respecto a los con-

troles: (*)p¢0.05; (**)p¢0.01; (***)pc0.001.
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de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la activi-
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Figura 23.- Efecto de la suplementaci
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Actividad total HMG-CoA reductasa

(nmol/min)

Fraccidbn celular Control ™ Colesterol Cglestiramina
g |
VS 4.43+0.24 3.42+0.24 17.14+0.21
VM 3.33+0.07 3.29+0.22 15.56+0.73
VI 2.98+0.15 2.57+0.10 13.3610.31
C 2.52+0.12 1.92+0.22 7.63+0.25
Tabla 29.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina so-

bre la actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales aislédas de duodeno.-
VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y
C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinacio

nes + S.E.M.
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Figura 24.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestlramlna, sobre la ac-

tividad total HMG-CoA reductasa de células cpiteliales aisladas de duodeno VS: celulas buperores

de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las criptas. Los valo-

res se expresan como la media de tres dcterminaciones * S, E.M.
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Actividad especifica PPMVA descarboxilasa

(pmol/mg prot x min)

.

Fraccidn celular Control Colesterol Célestiramina
VS 52.6+0.8 51.1+3.2 169.0+5.7 * o *
VM 84.8+1.3 53.2+1.0%** 170.7+6.4 KK
VI 118.8i2.é 61.6+4.4%%% 203.9+10.0%**
C 136.0+0.8 72.4+3.0%%* 224.6+15.0%**

Tabla 30.-— Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina so-
bre la actividad especifica PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas duo-
deno. VS: células superiroes de la vellosidad; VM: células medias; VI: células infe--
riores y C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres de-

terminaciones + S.E.M. p es el nivel de significacidén de la t de Student respecto a -

los controles. (*)p<0.05; (**)p0.01; (***)pc0.001.
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Actividad total PPMVA descarboxilasa

(nmol/min)

Fraccidén celular Control Colesterol Célestiramina
VS 3.09+0.05 3.51+0.22 8.99+0.30
VM 3.81+0.05 3.61+40.07 +7.50+0.29
VI 3.68+0.07 3.43+0.24 :8.08i0.39
c 3.13+0.02 2.86+0.12 6.29+0.42
Tabla 31.-_Efecto de 1la suplementacidén de la dieta con colesterol o éolestiramina,so—

bre la actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de duode-

no.

y C:

ciones + S.E.M.

VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: ¢élulas inferiores

células de las criptas. Los valores se expresan como la media dé‘tres determina-
‘.

H
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Figura 26.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de duodeno. VS:células

superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las crip-

¥ S.E.M.

tas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones



La tabla 30 (fig 25), refleja los valores de
actividad especifica PPMVA descarboxilasa obtenidos -
tras la suplementacidén de la dieta con colesterol o co
lestiramina frente a los valores obtenidos con una die
ta control., Se puede apreciar que la actividad es 2-3 -
veces superior en los pollos alimentados con colesti-
ramina, respecto a los alimentados con una dieta con--
trol, en tanto que en los alimentados con una dieta -
con colesterol las actividades representan entre el 90

y el 50% de las determinadas en condiciones control.

Respecto de las diferencias entre las distin
tas fracciones de la vellosidad, se observa un incre--—
mento de actividad en el sentido células superiores -

de la vellosidad - criptas.

En la tabla 31 (fig. 26) se muestran los va-
lores de actividad PPMVA descarboxilasa, expresados en
términos de actividad total. Igual que en el caso de -
la HMG-CoA reductasa, se observa que los valores mas e
levados se determinaron en pollos alimentados con die-

tas suplementadas con colestiramina.

4.G.4.- Efecto sobre la actividad ACAT.

Los resultados obtenidos, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se reflejan en la tabla
32 (fig. 27). Como se puede apreciar, el colesterol de
la dieta activa la ACAT en cada una de las fracciones
celulares estudiadas, mostrandose un gradiente de acti
vacidén descendente en el sentido células superiores -
criptas. En cambio, en las dietas‘suplementadas con -
colestiramina, la actividad ACAT desciende ligeramente

respecto de los valores obtenidos con dietas control.
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Actividad especifica ACAT
(pmol/min x mg prot)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
Vs 164.9+6.0 650.2+5.0 **¥ 119.1+3.8%%
VM 188.2+1.7". 598.8154.2*** 154.4+1.8%
VI 237.5t1.3f 535.1+1.9 Ko 136.411.0***
C 271.2+1.6 392.4+9.7 ok 107.8+2.8*%*
Tabla 32.- Efecto de la suplementaciodn de la dieta con colesterol © colestlramlna, so-

bre la actividad especifica ACAT de celulas epiteliales aisladas de duodeno. VS: célu
las superiores de la vellosidad; VM: celulas medias; VI: células inferiores yC: célu-
las de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determlna01ones + S.

E.M. p es el nivel de significacién de la t de Student respecto a los gontroles (*)

pL0.05; (**)pl0.01; (***)p(0.001.
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Figura 27.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad especifica ACAT de células epiteliales aisladas de duodeno. VS:células superiores
de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las criptas. (a)
control, (b) colesterol, (c) colestiramina. Los valores se expresan como la media de tres

determinaciones + S,E.M.



Actividad total ACAT

—~60¢—

(nmol/min)
Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
VS 9.68+0.35 44'64i0°40 6.34i0.20
VM 8.47t0.34 40.61t3.67 6.78t0.08
VI 7.3610.04 29'79i0°11 5'41i0'04
C 5.09t0.03 15.5110.38 3'02i0°08
Tabla 33.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colestrol o colestiramina, sSO-

bre la actividad total ACAT de células epiteliales aisladas de duodeno. VS: células
superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células

de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 28.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la ac-

tividad total ACAT de células epiteliales aisladas de duodeno. VS:células superiores de'la vello-

sidad; VM:células medias; VI:células inferiorcs; C:células de las criptas. Los valores se expre-

san como la media de tres determinaciones i g E.M.



En la tabla 33 (fig. 28) se muestran los va-
lores de la actividad ACAT, expresados en términos de
actividad total. Los valores mas elevados se determina

ron en pollos con dieta suplementada con colesterol.

4.G.5.- Efecto sobre la actividad acil-CoA hidrolasa.

Con el objeto de determinar si la hidrdlisis
del o0leil-CoA se afectaba por la suplementacidn de la
dieta con colesterol o colestiramina, se ensayd la ac-
tividad acil-CoA hidrolasa. Como se muestra en la ta--
bla 34 (fig. 29), las diferencias no son significati-
vas.

4.G.6.- Efecto sobre la incorporacidén de oleil-Coa a -

triglicéridos.

Los valores obtenidos en la incorporacidn de
0leil-CoA a triglicéridos, expresados en términos de -
actividad especifica, se muestran en la tabla 35 (fig.
30). Se puede apreciar un descenso de la actividad, -
cuando la dieta fué suplementada con colesterol, pero
cuando se suplementdé con colestiramina, los valores de

terminados fueron similares a los controles.

En la tabla 36 (fig. 31), se muestra la in--
corporacidn de oleil-Coa a triglicéridos, expresada en
términos de actividad total. Tanto en las condiciones
control, como cuando la dieta fué suplementada con co-
lesterol o colestiramina, la actividad total fué equi-
valente en los tres casos, apreciéandose en cada uno de
ellos que la actividad descendia gradualmente en el -

sentido células superiores de la vellosidad - criptas.

4,.G.7.- Efecto sobre la incorporacidén de oleil-CoA a -

fosfolipidos.
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Actividad especifica acil-CoA hidrolasa

(nmol/mg prot x min)

# %

Fraccidén celular Control - Colesterol Coiestiramina
VS 8.04+0.42 7.24+0.67 9.10+0.26
VM 8.37+0.04 7.64+0.70 9.96+0.27
VI 9.82+0.22 8.30+0.76 9.51+0.52
C 10.28+0.07 8.22+0.81 10.18+0.31
Tabla 34.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestiramina, so

bre la actividad especifica acil-CoA hidrolasa de células epiteliales aisladas de duo-

deno. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI} células infe--

riores y C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres de-
terminaciones + S.E.M. p es el nivel de significacién de la t de Student respecto a -

los controles (*)p¢0.05.
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de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(pmol/mg prot x min)

S
"y
<

Fraccidon celular Control - Colesterol Céiestiramina
Vs 537+13 497+11 584+25
VM 538+9 484+9 * 567+16
VI 540+9 390+10% % 535+22
c | 543+10 369+5 *** 474+16
Tabla 35.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con.colesterol o colestiramina so-

bre la incorporacidn de oleil-CoA a triglicéridos, expresada en térmihos de ‘actividad
especifica, en células epiteliales aisladas de duodeno. VS: células sgperiores de 1la
vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células deelas Criptas. Los
valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M. p es el nivel de sig
nificacién de la t de Student respecto a los controles (*)p¢0.05; (**)p¢0.01; (***)p<
0.001.
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Figura 30.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colesfiramina, sobre la in-

dos, expresada como actividad especifica, en células epite-
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’
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(nmol/min)

¢

—9T¢-

Fraccidén celular Control Colesterol Coiestiramina
5
Vs 31.54+0.76 34.12+0.75 35.07+1.33
VM 24.21+0.40 32.82+0.61 2%.92i0.70
VI 16.74+0.28 21.71+0.55 2?°21i0'87‘
C , 12.50+0.02 14.58+0.20 13,27t0.17
Tabla 36.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o cblestiramina, -

sobre la incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos expresada en términos de actividad
total, en células epiteliales aisladas de duodeno. VS: células superiroes de la vello
sidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas. Los va

lores se expresan como media de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 31.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la in-

corporacién de oleil-CoA a triglicéridos, expresada como actividad total, en células epiteliales

aisladas de dudeno. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células infe-
riores; C:células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinacines
+ S.E.M.
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Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Control f Colesterol Colestiramina
! %
VS 1.92+0.03 2.31+0.01* 2.19+0.08
VM 1.61+0.02 2.19+0.06* 2.01+0.08*
VI 1.74+0.09 1.80+0.06 1.89+0.05
c 1.79+0.05 1.58+0.03*% 1.78+0.05

Tabla 37.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o Qolestiramina, SO
bre la incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos expresada en términos de actividad -
especifica, en células epiteliales aisladas de duodeno. VS: células superiores de la
vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiobres y C: células de las criptas. -
Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M. p es el nivel

de significacién de la t de Student respecto a los controles (*)p¢0.05.
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Figura 32.- Efecto de la suplement

de la dieta con clesterol o colestiramina, sobre la

-

acion

de oleil-CoA fosfolipidos, cxpresada como actividad especifica, en células epi-
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Los valores se expresan como la media de
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Incorporacibén de 0leil-CoA a fosfolipidos

(nmol/min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 112.85+1.64 159.02+0.82 116-52i4'52
4
VM 72.49+0.99 148.32+3.93 88.38+3.69
VI 53.88+2.72 100.17+3.40 ?5.1712.14
c 41.27+1.22 62.52+1.03 49.83+1.34

Tabla 38.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre

la incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos,expresada en términos de actividad total,

en células epiteliales aisladas de duodeno. VS:

VM: células medias; VI: células inferiores y C:

células : superiores de

células de las criptas.

expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.

la vellosidad; -

Los valores se
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Figura 33.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la in-

corporacidén de oleil-Coa a fosfolipidos, expresada como actividad total, en células epiteliales

aisladas de duodeno. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células infe-

riores; C:células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinacioncs
+ S.E.M.



Los valores determinados, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se muestran en la tabla
37 (fig. 32). En ella se puede apreciar gue tanto con -
una dieta suplementada con colesterol, como con colesti-
ramina, las actividades son muy similares a los contro
les, si bien cuando la dieta es suplementada con coles
terol, los valores aumentaron ligeramente respecto de
los controles, excepto en las criptas, que sufren una -

ligera disminucidn.

La incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos,
expresada en términos de actividad total, se refleja -
en la tabla 38 (fig. 33). Como se puede observar, las
células superiores de la vellosidad son las més acti--

vas en todos los casos.

4,H.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con co--

lestercl o colestiramina, sobre el metabolismo -

lipidico en yeyuno.

Con el objeto de establecer, en yeyuno, las
posibles modificaciones en la actividad colesterogéni-
ca y lipogénica, producidas por la suplementacién de -
la dieta con colesterol ocolestiramina,se procedidé a
la determinacién del contenido en colesterol, asi como
de distintas actividades enziméaticas, en células de la
vellosidad, celulas medias, inferiores y células de -

las criptas.

Los distintos ensayos se realizaron con un -

"pool'" de células procedentes de tres pollos distintos.

4.H.1.- Efecto sobre el contenido en colesterol.

Como se muestra en los valores recogidos en
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Control Colesterol Colestiramina
Total Libre Total Libre Total Libre
Fraccidn
celular (pg/mg prot) (Pg/mg prot) (yg/mg prot)
VS 25.5+0.9 24.9+0. 50.0+0.4 40.4+0.9 34.7+0.2 33.2+1.2
VM 26.2+0.2 25.4+1. 41.1+0.9 34.4+1.0 28.0i0.8 26.8+1.9
VI 23.8+0.7 23.4+0. 45.9+1.8 37.0+0.4 27.6&0.4 26.6+0.4
C 28.4+0.9 26.6+1. 42.6+1.2 '35.2t0.2 25.3&0.7 23.8+0.4
Tabla 39.- Contenido en colesterol total y libre, de las distintas fracciones celulares ais-

ladas de yeyuno de pollos alimentados con dieta control o suplementada:

con colesterol o co-

lestiramina. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células infe--

riores y C: céluals de las criptas. Los resultados se expresan como la media de dos determi-

naciones + S.E.M.



g

YEYUNO

| CONTROL I T COLESTEROL | I COLESTIRAMINA |
504
Total
] vivre
35}
-
O O
[ [
(] (o}
40
n joli]
(O =
— N~
(@] elf]
SH=Y
15}

'S VM VI C VS VM VI VS VM VI

Figura 34.- Contenido en colesterol total y libre de las distintas fracciones celulares aisladas
de yeyuno, de pollos alimentados con una dieta control, o suplementada con colesterol o colestira-
mina. VS:células supecriores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células

de las criptas. Los resultados se expresan como la media de dos determinaciones * S.E.M.



la tabla 39 (fig. 34), no se apFeCiandiferenbias nota-
‘bles en el contenido en colesterol, entre los contro--
“les y los allmentados con una dleta suplementada con -
colestlramlna. Sln embargo cuando la dieta fué suple-
mentada.con COleSterol’ el contenido tanto en-coleste--
. rol. total como libre es mas ‘elevado, a diferencia de -
'los no tratados o 1los tratados con colestiramina5 el
'colecterol libre representa alrededor del 80% del total
X frente al 95% que representa en los controles, o en los

tratdos con colestiramina.

 4.H.2.- Efecto sobre la acfividad HMG—COA reductasa

La tabla.40'(f1g 35) refleja los valores -
‘ de act1v1dad espec1f1ca HMG CoA reductasa obtenidos -
'tras la suplementa01on de la dleta con colesterol o co
lestiramina, frente a los valores obtenldos con una -
‘dieta control.Se- puede apreciar que la-act1v1dad es -
- 2-3 veces superior en los pollos al;ﬁentados con co--
lestiramina, respecto a los alimentados con una dieta
éontrdl, en tanto que en los alimentados con una dieta
Aqon colesterol, ias actividades representan entre el - -

80 y el :50% de las obtenidas en condiciones control.

'tEnlla ﬁébla 41 (fig. 36) se muestran los va-
‘lores de actividad HMG-CoA reductasa, expresados en -
términos de actividad total. Como se puede apreciar; -
fantoealcondiciones control, como en los tratados con
colesterol, las células superiroes muestran la mayor -
actividad, en contraposicidén con los tratados con co--
lestiramina, en los que la méaxima actividad la presen-

tan las células de las criptas.

4.H.3.- Efecto sobre la actividad PPMVA descarboxi-

lasa
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Actividad especifica HMG-CoA reductasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Controil Colesterol fColestiramina
VS 156.3+8.1 73.2+48.1%* 265.3+46.4 **x
VM 154.9410.3 93.446.5** 289.242.2 ***¥
VI 144.7+8.2 117.1+3.6* 224.6+45.5 ***
C 142.6+410.7 77.9+3.2*%* ,302.1+412.6%*%*

~bre la actividad especifica HMG=CoA reductasa de células

no. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células

res y C: células de las criptas. Los valores se expresan
minaciones + S.E.M. p es el nivel de significacidn de la
controles: (*)p¢0.05; (**)p0.01; (***)pc¢0.001.

Tabla 40.-Efecto de la suplementacion de la dieta con colesterol o colestiramina sg‘

epiteliales aisladas de yeyu-
medias;VI: células inferio-
como la media de tres deter-

t de Student reSpecto a los -
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de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

’

Figura 35.- Efecto de la suplementacion

células

actividad especifica HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS

células de las crip-

C

lulas inferiores;

’

ce

células medias; VI:

VM:

.
b

superiores de la vellosidad

(c)colestiramina. Los valores se expresan como la media de

(b)colesterol,

(a)control,

tas.

S.E.M.

+

tres determinaciones



(nmol/min)

Actividad total HMG-CoA reductasa

Colestiramina

Fraccidén celular Control Colesterol
VS 7.86+0.40 3.87+0.42 ;9'25i0'21
VM 4.75+0.31 3.44+0.22 12.59+0.09
VI 2.5740.14 2.89+0.07 16.77+0.28
C 1.55+0.11 1.46+0.06 18.87+0.75
Tabla 41.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina so-

bre la actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de yeyuno. -
VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y

C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres déterminacig

nes + S.E.M.
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Figura 36.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS:células supe-

riores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las criptas.

Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.



El efecto sobre la actividad especifica PPMVA
descarboxilasa de una dieta suplementada con colesterol
0 colestiramina, frente a los valores obtenidos con u-
na dieta control, se muestran en la tabla 42 (fig. 37).
Como se puede apreciar, la dieta suplementada con co--
lesterol reduce la actividad enzimética alrededor de -
un 50% de los valores obtenidos con una dieta control.
En cambio en la dieta suplementada con colestiramina -
la actividad enzimética en las células superiores y me
dias de la vellosidad es alrededor de 1.3 veces supe—-—
rior a la determinada en los controles, pero en las -
células inferiores y en las de las criptas, la activi--
dad es un 80 y un 65% respectivamente, la de los con--

troles.

En la tabla 43 (fig. 38) se muestran los va-
lores de la actividad PPMVA descarboxilasa, expresadocs
en términos de actividad total. Igual gue en el caso
de la actividad total HMG-CoA reductasa, en condicio--
nes ccentrol, o en los tratados con colestercl, la méxi
ma actividad se observd en las células superiores de -
la vellosidad y la minima en las de las criptas. En el
caso de la dieta suplementada con colestiramina, la mé
xima actividad se determind en las células de las crip

tas y la minima en las células superiores de la vello-

sidad.

4.H.4.- Efecto sobre la actividad ACAT

Los resultados obtenidos, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se reflejan en la tabla
44 (fig. 39). Como se puede apreciar, el colesterol de
la dieta activa la ACAT en cada una de las fracciones
celulares estudiadas, mostrandose un gradiente de acti

vidad descendente en el sentido células superiores -
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Actividad especifica PPMVA descarboxilasa
(pmol/min x mg de prot)

Fraceibn celular Control Colesterol Colestiramina
Vs 44,3+1.0 26.8+1,0%*¥ 61.3+2.2*%
VM 54,0+3.5 26.3+0.,3** 63.4+1.0
VI | 68.9+42.0 30.6+1,0%** 55.0+1,0%*
C 83.145.8 33.3+0.8%*** 52.6+3.0%*

Tabla 42.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina so-
bre la actividad especifica PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de
yeyuno. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células in-
feriores y C: células de las criptas. Los valores se expresan como la @edia de tres
determinaciones + S.E.M. p es el nivel de significacidén de la t de Student respecto

de los controles: (*)p<0.05; (**)p¢0.01 ; (***)pc¢0.001.

t
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Figura 37.- Efecto de la suplemertacién de ladieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad especifica PPMVA descarboxilasu de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS:cé-

lulas superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferores; C:células de las

criptas. (a)control, (b)colesterol, (c)colestiramina. Los valores se expresan como la media

de tres determinaciones + S.E.M.
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Actividad total PPMVA descarboxilasa

(nmol/min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
5
VS 2.23+0.05 1.42+40.05 2.14+0.08
VM 1.67+0.11 0.97+0.01 2,76+0.04
VI 1.23+0.04 0.75+0.02 3.14+0.06
C 0.91+0.06 0.63+0.02 3}29t0.19
Tabla 43.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestiramina so-

" bre la actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de yeyuno.

VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y

C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de trés determinacio

nes + S.E.M.
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Figura 38.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS:células

superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las crip-

tas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Actividad especifica ACAT
(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
Vs 274 .4+44 793'4i42°3*** 161;8t4.8***
VM 164.8+2.5 510-5i6'4 * 16Q.112.6
VI 110'5i3'7 352.8i16.4*** 138¥5i2°1**
C 132'8i0'7 292'9i4'1 * % % 12ﬂ§9t2.3*

Tabla 44.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o cqiestiramina 50—
bre la actividad especifica ACAT de células apiteliales aisladas de yé§uno. VS: célu-
las superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inféﬁ%ores y C: cé--
lulas de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres de%erminaciones
+ S.E.M. p es el nivel de significacidén de la t de Student respecto a los controles.

(*)pc0.05; (**)p¢0.01; (***)pc¢0.001.
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Figura 39.- Efecto de 1la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad especifica ACAT de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS:células superiores
de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las criptas. (a)

control, (b)colesterol, (c)colestiramina. Los valores se expresan como la media de tres

determinaciones + S.E.M.
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Actividad total ACAT

(nmol|min)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
VS 13.82+0.22 42.11+2.24 5'65t0'17
VM 5.09+0.08 18.88+0.23 6.97+0.11
VI 1.87+0.07 8.72+0.40 7.90+0.12
C 1.45+0.01 5.58+0.08 7.61+0.14
Tabla 45.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina so-

bre la actividad total ACAT de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS: células su

periores de la vellosidad; VM:

células medias; VI: células inferiores y C: células de

las criptas. Los valores se expresan como la media detres determinaciones + S.E.M.
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Figura 40.- Efecto de la suplementaciéon de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la ac-

tividad total ACAT de células epiteliales aisladas de yeyuno. VS:células superiores de la vello-
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san como la media de tres determinaciones + S.E.M.



criptas. En cambio, en la dieta suplementada con coles-
tiramina, la actividad ACAT es muy similar a la deter-
minada en los controles, excepto en las células supe--
riores de la vellosidad, en las que es ligeramente in-

ferior.

En la tabla 45 (fig. 40) se muestran los va-
lores de la actividad ACAT, expresados en términos de
actividad total. Tanto en los controles, como cuando -
la dieta fué suplementada con colesterol, la maxima ac
tividad se determind en las células superiores de la -
vellosidad y la minima en las células de las criptas.
Cuando la dieta fué suplementada con colestiramina, -
las actividades encontradas en cada una de las fraccio

nes celulares recogidas fué muy similar.

4.H.5.- Efecto sobre la actividad acil-CoA hidrolasa

Con el objeto de determinar si la hidrolisis
del o0leil-CoA se vela afectada por la suplementacidn -
de la dieta con colesterol o colestiramina, se ensayd
la actividad acil-CoA hidrolasa en condiciones control
y con dietas suplementadas con colesterol o colestirami
na. Como se muestra en la tabla 46 (fig. 41), las dife

rencias no dueron significativas.

4,H.6.- Efecto sobre la incorporacidén de oleil-CoA a -

triglicéridos.

Los valores obtenidos en la incorporacidn de
0leil-CoA a triglicéridos, expresados en términos de -
actividad especifica, se muestran en la tabla 47 (fig.
42). La suplementacidén de la dietaconcolesterol produ
jo ligeros aumentos de la actividad respecto cohtroles

en células superiores, medias e inferiores y practica-
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Actividad especifica Acil-CoA hidrolasa

(nmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Control Colesterol Cdiestiramina
Vs 7.16+0.40 6.93+0.64 7.49+0.62
VM 8.27+0.28 6.67+0.28 7.16+0.40
VI 7.84+0.27 8.51+0.33 6.29+0.58
C 8.41+0.10 7.65+0.36 6.80+0.24**.
Tabla 46.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o délestiramina So-

bre la actividad especifica acil-CoA hidrolasa de células epitelialeé;aisladas de ye-
yuno. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; Vf: células infe--
riores y C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres de-
terminaciones + S.E.M. p es el nivel de significacién de la t de Student respecto a -

los controles (**)p¢0.01.
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Figura 41.- Efecto de la suplementacion de la dieta con colesterol o colestiramina,

actividad especifica acil-CoA hidrolasa de células epiteliales aisladas de yeyuno.

sobre la

VS:células

superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las crip-

tas. (a)control, (b)colesterol, (c)colestiramina. Los valores se expresan como la media de

tres determinaciones + S.E.M.



4%

Incorporacidén de oleil-CoA a triglicéridos

(pmol/mg prot X min)

Fraccibén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 892+9 1181+46** 558+18%**
VM 645+7 733+15** 458+21*%
VI 418+18 595+22%* 406+26
C 438+7 409+19 453+14
Tabla 47.- Efecto de la suplementacidn de la dieta concolesterol o colestiramina so-

bre la incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos, expresada en términos de actividad

especifica, en células epiteliales aisladas de yeyuno . VS:

células superiores de la

vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas.

Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M. p es el nivel de

significacién de la t de Student respecto a los controles: (**)p(0.01; (***)pC0.001.
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Figura 42.- Efecto de la suplenentaci de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la in-

corporacién de oleil-CoA a triglicéridos, expresada como actividad especifica, en células epi-

teliales aisladas de yeyuno. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:cé-
lulas inferiores; C:células de las criptas. (a)control, (b)colesterol, (c)colestiramina. Los

valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(nmol/min)
i
Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 44.93+0.45 63.42+2.44 f9.49i0.63
VM 19.91+0.22 27.11+0.55 19.95+0.91
VI 7.46+0.32 14.71+0.54 23.16+1.48
C 4.79+0.08 7.79+0.36 28.30+0.87

Tabla 48.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, so-

bre la incorporacidén de oleil-CoA a triglicéridos,expresada en términos de actividad -
total, en células epiteliales aisladas de yeyuno. V3: células superiores de la vellosi
dad; VM: células medias, VI: células inferiores y C: células de las criptas. Los valo-

res se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Figura 43.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la
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lulas inferiores; C:células de las

terminaciones + S.E.M.

criptas.

Los valores se cxpresan como la media de tres de-



mente no afectd a las de las criptas. En cambio la su-
plementacidén de la dieta con colestiramina indujo un -
descenso de la actividad en células superiores y medias
de la vellosidad, y no afectd préacticamente a las célu

las inferiores y a las de las criptas.

En la tabla 48 (fig. 43) se muestra la incor-
poracidén de oleil-CoA a triglicéridos, expresada en -
términos de actividad total. Las células superiores de
la vellosidad muestran la méxima actividad, y las de -
las criptas la minima, tanto en condiciones control cg
mo cuando la dieta fué suplementada con colesterol. -
Cuando la dieta fué suplementada con colestiramina, -
las diferencias de actividad entre las distintas frac-
ciones eran menores que en las condiciones anteriormen
te mencionadas, presentando la maxima actividad las cé

lulas de las criptas.

4.H.7.- Efecto sobre la incorporacidn de o0leil-CoA a -

fosfolipidos.

Los valores determinados, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se muestran en la tabla
49 (fig. 44).Tanto en las condiciones control como cuan
do la dieta fué suplementada con colestiramina o coles
terol, se observa un gradiente de actividad creciente
desde las células de las criptas a las células superio

res de la vellosidad.

No se observaron grandes diferencias entre -

las condiciones control y los tratados con colesterol

O colestiramina.

La incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos,
expresada en términos de actividad total, se refleja en

la tabla 50 (fig. 43). Tanto en las condiciones control,
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Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/mg prot x min)

AL

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
Vs 2.90+0.08 3.51+0.26 2.34+0.24
z z RS
VM 2.48+0.33 2.28+0.14 2.07+0.04
VI 1.82+0.08 1.98+0.12 1.65+0.06
C 1.88+0.04 1.69+0.02* 1.50+0.16
Tabla 49.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, so

bre la incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada en términos de actividad
especifica, en células epiteliales aisladas de yeyuno. VS: células superiores de la -
vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas. -
Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E .M. p es el nivel

de significacién de la t de Student, respecto a los controles: (*)p<0.05.



-8t~

YEYUNO

| VS [ VM T 1 VI T C |

D)
O
T
- 3.5
0,
v
—
O
G
)]
O
G
(ﬁ ~
< o

-
o g 2.4 - .
O :
[ - :
— :
— P :
® O .
— |- :
@] Q, .
O o : .
T E : :

~ : :
(o . .
«0 0 1.2 : :
— E : :
0o o . .
Q ~ : :
G . H
O :
Q. H :
[ H :
0] . :
O : H
o : :
= : .

a b

Figura 44.- Efecto de la suplecmentacidn de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada como actividad especifica, en células

epiteliales aisladas de yeyuno. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:
células inferiores; C:células de las criptas. (a)control, (b)colesterol, (c)colestiramina.

Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS . 146.15+4.18 186.48+13.75 81.80t1.53
VM 96.56+7.31 84.42+5.21 90.17+2.05
VI 32.50+3.06 49.09+3.06 94'O3i3'25
C 20.54+0.46 32.16+0.44 94°O3t4°06

Tabla 50.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, so-
bre la incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada en términos de actividad -
total, en células epiteliales aisladas de yeyuno. Los valores se expresan como la me--
dia de tres determinaciones + S.E.M. VS: células superiores de la vellosidad; VM: célu

las medias; VI: células inferiroes y C: células de las criptas.
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aisladas de yeyuno. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; Vi:células infe-
riores; C:células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones

+ S.E.M.



como cuando la dieta fué suplementada con colesterol,

se aprecid un gradiente de actividad creciente desde -
las células de las criptas a las células superiores de
la vellosidad. Cuando la dieta fué suplementada con co

lestiramina, la actividad fué equivalente en todas las

fracciones celulares.

4,1. Efecto de la suplemenacidn de la dieta con coles-

terol o colestiramina, sobre el metabolismo lipi-

dico en ileon.

Con el objeto de establecer, en ileon, las -
posibles modificaciones en la actividadcolesterogénica'
y lipogénica, producidas por la suplementacidén de la -
dieta con colesterol o colestiramina, se procedid a la
determinacién del contenido en colesterol, asi como de
distintas actividades enziméticas, en células superio-
res de la vellosidad, medias, inferiores y células de

las criptes.

Los distintos ensayos se realizaron con célu

las procedentes de tres pollos distintos.

4,7.1.~- Efecto sobre el contenido en colesterol.

Como se muestra en los valores recogidos en
la tabla 51 (fig. 46), los niveles mas altos de coles-'
terol, tanto total como libre, se determinaron en pol-
los tratados con colesterol.Tanto en los controles co-
mo en los tratados con colestiramina, los contenidos -
en colesterol total y libre eran equivalentes, e infe-
riores a los determinados en polloscon dieta suplemen-

tada con colesterol.

En los controles, el contenido en colesterol
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Control Colesterol Colestiramina

Total Libre Total Libre Total Libre
Fraccion .
celular (pg/mg prot) (pg/mg prot) : (pg/mg prot)
VS 19.5+0.1 19.1+1.4 18.4+0.7 17.8+0.5 14.7+40.5 12.6+2.2
VM 21.6+0.4 20.7+0.4 26.5+1.1 22.5+0.5 21.2+0.5 19.6+0.1
\ T z z z T T
% VI 23.5+40.3  22.8+0.6 31.0+1.1 28.1+0.8 20.2+0.8 18.8+1.0
| .
C 18.1+0.4  16.7+0.1 29.3+40.9 25.7+0.2 19.3+0.5 17.0+40.3
;.
Tabla 51.- Contenido en colesterol total y libre, de las distintas fracciones celulares ais-

ladas de ileon de pollos alimentados con dietas control o sumplementada con colesterol o -
colestiramina. VS: células superiores d: la vellosidad; VM: células medias; VI: células in-
feriores y C: células de las criptas. Los resultados se expresan como la media de dos deter

minaciones + S.E.M.
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libre representa en torno al 95% del colesterol total,
mientras que en los tratados con colesterol o colestira

mina, representa alrededor del 90%.

4.1.2.- Efecto sobre la actividad HMG-CoA reductasa.

La tabla 52 (fig. 47) refleja los valores de
actividad especifica HMG-CoA reductasa, obtenidos tras
la suplementacidn de la dieta con colesterol o colesti
ramina, frente a los valores obtenidos con una dieta -
control. Se puede apreciar que la actividad es alrede-
dor del doble en los pollos alimentados con colestira-
mina, respecto a los alimentados con una dieta control.
En cambioy cuando la dieta fué suplemenada con coleste
rol, la actividad es alrededor del 30% de los valores

determinados en condiciones control.

En la tabla 53 (fig. 48), se muestran los va
lores de actividad HMG-CoA reductasa, expresados en téE
minos de actividad total. En cualquiera de las dos -
condiciones estudiadas, se observa, que la maxima acti
vidad corresponde a las células inferiores de la vello

sidad y a las de las criptas.

4.1.3.- Efecto sobre la actividad PPMVA descarboxilasa

El efecto sobre la actividad especifica PPMVA
descarboxilasa, de una dieta suplementada con colesterol
o colestiramina, frente a los valores obtenidos con -
una dieta control, se muestran en la tabla 54 (fig. 49).
En ella se puede apreciar que cuando la dieta es suple
mentada con colesterol, la actividad gueda reducida en
tre un 40% (células de las criptas) y un 80% (células
superiores de la vellosidad) respecto de los valores -

obtenidos con una dieta control. En cambio, con una -
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Actividad especifica HMi-CoA reductasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccidn celular Control Colesterol Cokéstiramina
Vs 79.8+6.0 25.7+1.8%*x 172:6+4.8 ***
VM 84.5+4.5 30.5+2.0%*x 188,249.3 *xx
VI 82.6+3.2 26.8+1.2*** 176;Ot7.2 *x K
c 96.3+5.7 31.0+0.5%** 200.8+12.1%%
Tabla 52.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colestrol o colestiramina so--

bre la actividad especifica HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de Ileon
VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: céliles inferiores y -
C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinacio-
nes + S.E.M. p es el nivel de significacidén de la t de Student respecto a los controles

(**) p¢0.01; (***) pc0.001.
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(a)control,

tas.

tres determinaciones + S.E.M.
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Actividad total HMG-CoA

(nmol/min)

reductasa

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
Vs 0.63+0.05 0.07+0.01 1.13+0.03
VM 1.37+0.08 0.23+0.01 3.99+0.20
VI 0.88+0.03 0.47+0.02 3.56+0.14
C 0.96+0.06 0.77+0.01 3.50+0.21

Tabla 53.- Efecto de la suplementacién de la dieta con mlesterol © colestiramina sobre

1a actividad total HMG-CoA reductasa de células epiteliales aisladas de ileon. VS: cé-

lulas superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: cé-

+

"lulas de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones

S.E.M.
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Actividad especifica PPMVA descarboxilasa

(pmol/mg prot x min)

Fraccién celular Control Colesterol Colestiramina
VS 48.6i2.4 41.910.7 54'Oi0'6
VM 50.415.9 31'1i3°6* 72'2i2°7*
VI 68.616.3 39°3i1'6* 80.0+1.9
C 84.7i0.2 34'5i2'2*** 95°6t5'1

Tabla 54.- Efecto de la suplementacidédn de la dieta con colesterol o colestiramina so-

bre la actividad especifica PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de -

{leon. VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células infe-

riores y C: células de las criptas.

Los valores se expresan como la media de tres de-

terminaciones + S.E.M. p es el nivel de significacidén de la t de Student respecto a -

ios controles (*)p<0.05;

(**)p¢0.01;

(***)p¢0.001.
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Figura 49.- Efecto de la suplenentacién de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad espcifica PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de ileon. VS:célu-

las superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las
criptas. (a)control, (b)colesterol, (c)coles:iiramina. Los valores se expresan como la media

tres determinaciones + S.E.M.
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Actividad total PPMVA descarboxilasa

(nmol/min)

Fraccidn icelular Control Colesterol Colestiramina
VS 0.38+0.02 0.11+0.01 0.35+0.01
VM O.8li0.09 O.23i0.02 1.53+40.05
VI 0.74+0.06 0.68+0.03 1.62+0.04
C 0.84+0.02 0.86+0.05 1.67+0.09
Tabla 55.- Efecto de la suplementacidnde la dieta con colesterol o colestiramina, so-

bre la actividad total PPMVA descarboxilasa de células epiteliales aisladas de ileon.
VS: células superiores de la vellosidad; VM» células medias; VI: células inferiores y

C: células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinacio

nes + S.E.M.
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Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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Actividad especifica ACAT
(pmol/min x mg prot)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina

VS 156.145.0 632.1+9.3 *** 303.6i8.l***

VM 190.4+5.1 516.2+4.4 *** 268.0i6§4***

VI 185.7+18.6 397.4+9.2 **¥ 243.3+8.2*%

C 157.7+5.7 334.5+12.9%*¥ 201.1+8.4*
Tabla 56.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, so-
bre la actividad especifica  ACAT de células epiteliales aisladas de ileon. VS: célu-

las superiores de la vellosidad. VM: células medias; VI: células inferiroes y C: célu-
las de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones + S.
E.M. p es el nivel de significacién de la t de Student respecto a los controles (*)p <

0.05; (**)p¢0.01; (***)p¢0.001.
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Figura 51.- Efecto de la suplementacidon de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

actividad especifica ACAT de células epiteliales aisladas de ileon. VS:células superires de
la vellosidad; VM:células medias; VI:células inferiores; C:células de las criptas. (a)control

(b)colesterol, (c)colestiramina. Los valores se expresan como la media de tres determinaciones

+ S.E.M.



dieta suplementada con colestiramina, la actividad se -

incrementd alrededor de 1.5 veces en todas las fraccio
nes estudiadas.

En la tabla 55 (fig. 50) se muestran los va-
lores de actividad PPMVA descarboxilasa, expresados -
en términos de actividad total.En cualquiera de las -

dos condiciones estudiadas se observa que la maxima -
actividad corresponde a las células de las criptas y -

la minima a las células superiores de la vellosidad.

4.1.4.- Efecto sobre la actividad ACAT

Los resultados obtenidos, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se reflejan en la tabla
56 (fig. 51). en todas las fracciones celulares estu--
diadas, la dieta suplementada con colesterol, incremen
ta la actividad ACAT entre 2(células de las criptas) -
y 4 veces (células superiores de la vellosidad) los -

valores obtenidos con una dieta control.

La dieta suplementada con colestiramina, tam
bién incrementa la actividad especifica ACAT en todas

las fracciones celulares aisladas

En la tabla 57 (fig. 52), se recogen los va-
lores de la actividad ACAT, expresados en términos de
actividad total. La maxima actividad observada corres-
ponde a las condiciones en las que la dieta fué suple-

mentada con colesterol

4.1.5.- Efecto sobre la actividad acil-Coa hidrolasa

Con el objeto de determinar si la hidrdlisis

de o0leil-CoA se veia afectada por la suplementacidn de
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Actividad total ACAT

bre la actividad

(nmol/min)
Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 1.23+0.04 1.68+0.02 ‘1.99i0.05
VM 3.09+0.08 3.83+0.03 5.69+40.13
VI 1.9910.33 6.93+0.16 4.92+0.16
C 1.57+0.06 8.35+0.32 3.51+0.14
Tabla 57.- Efecto de la suplementacién de la dieta con colesterol o colestiramina, so-

_ ACAT de células epiteliales aisladas de ileon . VS: células
superiores de la vellosidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de

las criptas. Los valores se eXxpresan coOmo la media de tres determinaciones +S5.E.M.
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Actividad especifica acil-CoA hidrolasa

(nmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 5.31+0.35 6.85+0.62 9Q93t0.45**
VM 6.54+0.28 6.91+0.12 8.99+0.12%*
VI 7.66+0.52 7.10+0.25 8.92+0.30
C 7.17+0.32 7.19+0.15 8.7610.84*
Tabla 58.- Efecto de la suplementacioéon de la dieta con colesterol o colestiramina sobre

la actividad especifica acil-CoA hidrolasa de células epiteliales aisladas de . ileon.

VS: células superiores de la vellosidad; VM: células medias; Vi: células inferiores y -

C:células de las criptas.

+ S.E.M. p es el nivel de significacién de la t de Student, respecto a los controles.

(*)pc0.05; (**)p<c0.01.

Los valores se expresan como la media de tres determinaciones
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Figura 53.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la

células

actividad cspecifica acil-CoA hidrolasa de células epiteliales aisladas de ileon. VS

células de las crip-

.
.

células inferiores; C

VI:

medias

células

supcriores de la vellosidad; VM

Los valores se expresan como la media de

(c)colestiramina.

(b)colesterol,

(a)control,

tas.

tres determinaciones + S.E.M.



1a dieta con colesterol o colestiramina, se ensayd la

actividad acil-CoA hidrolasa. Como se muestra en la ta
bla 58 (fig. 53), los valores determinados cuando la -
dieta fué suplementada con colestiramina fueron ligera
mente mas elevados, que los determinados en condicio--
nes control. En cambio, cuando la dieta fué suplementa
da con colesterol, las variaciones fueron minimas.

4.1.6.- Efecto sobre la incorporacidn de oleil-CoA a -

triglicéridos

Los valores obtenidos en la incorporacidn de
0leil-CoA a triglicéridos, expresados en términos de -
actividad especifica, se muestran en la tabla 59 (fig.
54). La suplementacidén de las dietas con colestiramina
produjo ligeros aumentos de la actividad, respecto de
los controles, en todas las fracciones celulares estu-
diadas. La suplementacidén de la dieta con colesterol,
no alterdé de modo significativo dicha actividad, frente

-

a 1o determinado enn los controles.

En la tabla 60 (fig. 55) se muestra la incor
poracidén de oleil-CoA a triglicéridos, expresada en tér
minos de actividad total. Los valores mas elevados se
determinaron, en las dos condiciones estudiadas,
en las células inferiores de la vellosidad y en las cé

lulas de las criptas.

4.1.7.- Efecto sobre la incorporaciédn de oleil-CoA a

fosfolipides.

Los valores determinados, expresados en tér-
minos de actividad especifica, se muestran en la tabla
61 (fig. 56). En ella se puede apreciar que la suple--

mentacidén de la dieta con colesterol o colestiramina,
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(pmol/mg prot x min)

Fraccidén celular Control Colesterol Colestiramina
VS 204+14 . 187+15 266+24
VM 157+2 : 174+14 218+10%**
VI 202+33 155+33 205+14
C 116+8 A 123+17 184+8 **
Tabla 59.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina sobre

la incorporacién de oleil-CoA a triglicéfidos, expresada en términos de actividad espe-
cifica, en células epiteliales aisladas de ileon. VS: células superiores de la vellosi-
dad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas. Los valo--
res se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.p es el nivel de signifi-

cacidn de la t de student respecto a los:controles (**)p¢0.01.



ILEON

VI

VS

eeseccsncscvscsnssssee
sssssccsescssossecnsne

seseessssssessss e

] !
O O
o) o

i

270

(utw x 3oad Buw/Towd)

SOPTJIQOTTB8TJIYF € YOD-TIST0 9p uQroeaodaodur

272~

de la dieta con colesterol o colestiramina, sobre la
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Figura 54.- Efecto de la suplementacion

expresada como actividad especifica, en células
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Incorporacién de oleil-CoA a triglicéridos

(nmol/min)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
VS 1.61+0.11 0.52+0.04 i.75t0.16
VM 2.54+0.03 1.29+0.10 14-62i0-21
VI 2.17+0.35 2.70+0.57 4.15+0.28

c | 1.15+0.08 4.07+0.42 3.21+40.14

Tabla 60.- Efecto de la suplementacidén de la dieta con colesterol o colestiramina sobre
la incorporacidén de oleil-CoA a triglicéridos, expresada en términos de actividad total
en células epiteliales aisladas de ileon. VS: células superiores de la vellosidad; VM:
células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas.Los valores se expre

san como la media de tres determinaciones + S.E.M.
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incorporacidén de oleil-CoA a triglicéridos, expresada como actividad total, en células epite-

liales aisladas de ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; Vi:célu-
las inferiores; C:células de las criptas. Los valores se expresan como la media de tres de-
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Incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/mg prot x min)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
VS 1.28+40.10 1.07+0.02 1.2140.04
VM 1.61+0.10 1.13+0.11 1.20+0.12
VI 1.29+40.06 1.22+0.09 1.25+0.13
C 1.12+0.08 1.12+0.01 1.14+0.11
Tabla 61.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestiramina, so-

bre la incoporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada en términos de actividad es
pecifica, en células epiteliales aisladas de ileon. VS: células superiores de la vello
sidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las;briptas. Los va-
lores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M. p eséel nivel de signi

ficacidn de la t de Student respecto de los controles. (*)p<0.05.
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Incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos

(nmol/min)

Fraccidn celular Control Colesterol Colestiramina
VS 18.08+0.78 2.84+0.07 7.97+0.29
& VM- 26.16+1.70 8.42+0.08 25.46+0.42
N z il Al
v VI 13.86+0.65 21.32+1.60 25.29+2.69
C 11.18+0.75 27.99+2.47 19.86+1.90
Tabla 62.- Efecto de la suplementacidn de la dieta con colesterol o colestiramina so-

bre la incorporacidén de oleil-CoA a fosfolipidos, expresada en términos de actividad

total, en células epiteliales aisladas de ileon. VS: células superiores de la vello--

sidad; VM: células medias; VI: células inferiores y C: células de las criptas. Los va

lores se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.



ILEON

[ contronL | I coLEsTEROL | [COLESTIRAMINA |
N .
§ 10 |- § § §
) \\k S VN ::.§ s v£:§

incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos, cxpresada como actividad total, en células epite-

liales aisladas de ileon. VS:células superiores de la vellosidad; VM:células medias; VI:cé-
lulas inferiores; C:células de las criptas. Los valores sec expresan como la media de trps de-

terminaciones + S.E.M.



no varia précticamente las actividades, respecto de -

las determinadas en los controles.

La incorporacién de oleil-CoA a fosfolipidos,
expresada en términos de actividad total, se refleja en
la tabla 62 (fig. 57). En las dos condiciones estudia-
das, la minima actividad se determiné en las células su
_ periores de la vellosidad y la maxima en las células de
las criptas, cuando la dieta fué suplementada con coles
terol,o en las células medias e inferiores de la vello-

sidad, cuando la dieta fué suplementada con colestira--

mina.

-279-






5.- DISCUSION

Consideraciones generales

El intestino juega un papel central en el me-
tabolismo del colesterol, tanto por ser el sitio en el
gque se localiza el proceso de absorcidn de colesterol -
dietario, como por ser uno de los Organos que contribu-
yence forma mayoritaria a la sintesis 'de novo'" del co-
lesterol corporal. La importancia del intestino en la -
sintesis de esteroles ha sido confirmada reiteradamente
por distintos autores (47,52,53). En rata aporta un 24%
del total de colesterol corporal (52), pudiendo ser esta
fraccidén, desde un punto de vista cuantitativo, aln mas
importante en animales como conejo, cobaya, hamster y -

posiblemente el hombre (19).

A pesar del reconocimiento de las implicacio-
nes del intestino en el metabolismo del colesterol, la
informacidn que se posee acerca de la localizacibn y -
regulacidn de los procesos de sintesis y absorcidn es -
reducida, y en ocasiones controvertida. Esta situacidn
se debe en parte a la existencia de notables diferencias
fisiolbgicas e histolbgicas, tanto a lo largo del eje -
longitudinal del intestino, como a lo largo del eje crip

tas-vellosidades.

Tales diferencias hacen evidente la necesidad
de estudios detallados acerca de la contribucidn relati
va que al metabolismo global del colesterol, aportan -

las distintas regiones anatbdmicas del intestino, asi co



mo los diferentes tipos celulares que lo integran, espe
cialmente de aquellos que se muestran mds activos desde
el punto de vista colesterogénico, como son las células
epiteliales que tapizan la mucosa.

Una dificultad asociada al estudio del metabo
lismo de esteroles en el intestino, radica en la obten-
cién,de manera poco lesiva,de poblaciones viables de -
células epiteliales de la mucosa. El desarrollo por par-
te de Weiser (240) de una técnica que no solo permite -
obtener por separado células de las criptas y de las -
vellosidades, sino que desprende las células del eje -
vellosidades-criptas de una forma secuencial, ha permi-
tido llevar a cabo estudios detallados sobre el metabo-
lismo y funcidn de los distintos tipos celulares aisla-

dos.

Asi, en un intento de aportar nuevos datos que
ayuden a resolver la controversia existente acerca de -
la distribucidn y localizacidén de los procesos de sinte-
sis y absorcién intestinal de colesterol, en la presente
memoria de Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un estu-
dio minucioso de la contribucién a estos procesos de ca-
da uno de los distintos tipos celulares aislados por el
método de Weiser (240) tanto en duodeno, yeyuno como i-

leon.

Como animal de experimentacidén se ha utilizado
el pollo, donde los mecanismos de regulacidn del metabo-
lismo intestinal de esteroles son mal conocidos. Se ha
informado que el pollo constituye un modelo ideal para

la induccidn de niveles elevados de colesterol en suero,
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siendo muy sensible a los cambios en al tipo de dieta,
y altamente capaz de desarrollar una aterosclerosis ex-

perimental.

Por otra parte, mientras que en rata la sintg
sis maxima de &cidos grasos tiene lugar en el tejido a-
diposo, en el pollo, de igual modo que en el hombre, es
ta funcidén es desempefiada por el higado, por lo que los
lipidos alli sintetizados deben ser transportados al -
tejido adiposo, donde son almacenados (296). Asi mismo,
las grandes vias metabdlicas son semejantes en aves y -
mamiferos, aunque existen algunas diferencias en los as-
pectos de regulacidn endocrina y en las actividades de -
determinados enzimas considerados individualmente. Todo
ello, unido a los datos controvertidos obtenidos en dis-
tintos animales a cerca de los mecanismos de regulacidn
que operan en el intestino, asi como de la localizacidn
exacta de la sintesis y esterificacidén del colesterol,
hacen del pollo un modelo extremadamente valido para la
obtencidén de nuevos datos conducentes al esclarecimiento
del modo de control de la absorcidn, sintesis enddgena
y esterificacidn del colesterol en el epitelio intesti-

nal.

En relacidén con los mecanismos de regulacidn
gue operan en el epitelio intestinal, existe un acuerdo
general de gque determinadas dietas o drogas modifican -
la velocidad de sintesis o de esterificacidn del coles-
terol. Sin embargo,la evidencia obtenida hasta el momen-
to no establece prioridades entre los distintos mecanis-
mos descritos, y los resultados obtenidos difieren segin

el animal de experimentacidén utilizado.
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El fraccionamiento de la mucosa intestinal ha
sido llevado a cabo por diversos investigadores, utili-
zando distintos sistemas, tales como los denominados mé
todos mecanicos y métodos bioquimicos. Entre los prime-
ros se incluyen el raspado de la mucosa mediante la uti-
lizacidén de un portaobjetos de microscopio (53), la rea-
lizacidén de cortes (150,291) o por vibracidén de la muco-
sa invertida, sumergida en distintos tampones (292). Los
métodos bioquimicos incluyen digestién enzimética (293)
0 incubacidn del intestino en presencia de agentes que-
lantes tales como citrato (294) o EDTA (295). Los dos -
Gltimos métodos emplean sistemas tampén sin proteasas y
aseguran un dafio minimo, a diferencia de células fraccio

nadas mediante cortes o raspado.

La técnica descrita por Weiser (240), basada
en la utilizacidén de dos tampones que contienen respec-
tivamente citrato y EDTA, constituye un método de pro-
bada utilidad y altamente reproducible para la obtencidn
de fracciones enriquecidas en células de las vellosida-
des o en células de las criptas. Este método, utilizado
inicialmente en rata (240), requiere la exposicién del
lumen intestinal a los tampones de aislamiento, facili-
tandose mediante agitacién 1la disgregacién de las célu-
las epiteliales,que se separan de forma aislada y relati

vamente intacta del eje de la vellosidad.

Para la utilizacidn de este método de aisla--
miento de células en pollo, fué necesario modificar la -
técnica tal como se describid inicialmente, y que supone
rellenar la porcidn de intestino con los tampones de -

aislamiento. Esta modificacidn, sugerida por Raul y Col
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(278), se hizo necesaria ya que por el método original-
mente descrito, solo se producia una liberacidn parcial
de las células epiteliales de la mucosa, como anterior-
mente habian advertido Stange y Dietschy (150) en yeyu-
no de rata. Esta variacidédn del método inicial supone la
inversién del fragmento de intestino, de forma que las
vellosidades queden expuestas hacia el exterior y puedan

ser mejor bafiadas por los tampones de aislamiento.

Este método provee de células altamente via-
bles, tal y como se ha demostrado utilizando el método
convencional de tincién con azul tripéan. Asi, a lo largo
de aproximadamente un periodo de dos horas tras su ais-
lamiento, entre un 90 y 95% de las células de las vello-
sidades y de las criptas mantienen su integridad, como
1o demuestra su capacidad para excluir el colorante vi-

tal azul tripéan.

En cada una de las distintas fracciones celu-
lares aisladas, se ha medido la activacidn timidina ki-
nasa (enzima marcadora de las células indiferenciadas de
las criptas), la actividad fosfatasa alcalina (enzima -
marcadora de las células superiores de la vellosidad) vy

la actividad fosfatasa &cida, que por tener actividad

seme jante tanto en las células de la vellosidad como en
las de las criptas,permite asegurar que las diferencias
observadas en la timidina kinasa y fosfatasa alcalina no

son debidas a diferencias en la estabilidad celular.
Tanto en duodeno como en yeyuno, el tiempo de

incubacidén necesario para obtener aislados practicamente

la totalidad de los enterocitos del eje de la vellosidad,
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ha sido de 160 minutos. En ileon, el tiempo necesario -
fué de 120 minutos. Estos valores son algo superiores
que los 120 necesarios en yeyuno y 80 minutos en ileon
de rata (150). La actividad especifica fosfatasa alcali-
na desciende gradualmente en las fracciones celulares -
progresivamente recogidas en las tres regiones de intes-
tino estudiadas, siendo alrededor de 3 veces mas eleva-
da en la fraccidn inicial recogida en duodeno, que en la
final; unas 5 veces en yeyuno, y alrededor de 14 veces
en ileon. Por el contrario, la actividad especifica ti-
midina kinasa aumenta gradualmente en el mismo sentido,
siendo unas 8-9 veces inferior en la primera fraccidn
celular recogida de duodeno, que la determinada en la -
Gltima fraccién; unas 6 veces en yeyuno y alrededor de

5.5 veces en ileon.

Con el objeto de averiguar si las diferencias
de actividad anteriormente mencionadas se debian a posi
bles alteraciones en la integridad funcional de las cé-
lulas,derivadas del proceso de aislamiento, se ensayd la
actividad fosfatasa &acida, comprobé&ndose que variaba mi-
nimamente a lo largo de todas las fracciones celulares -
aisladas de cada una de las tres regiones estudiadas. -
Atendiendo a la distribucidén de las enzimas‘marcadoras,
se han combinado las células obtenidas en cuatro grupos
distintos, denominandose células superiores de la vello-

sidad, medias, inferiores y células de las criptas.

Esta denominacidén de las poblaciones celulares
aisladas, no debe tomarse en un sentido literal, puesto
que el criterio utilizado quizéds no sea un indice exacto

de la localizacidn anatdmica de las distintas células.
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De acuerdo con Merchant y Heller (151), tal denominacidn
pudiera expresarse de manera mas correcta aludiendo a -
"poblaciones celulares enriquecidas' en células superio-
res de la vellosidad, medias, inferiores o criptas, que
es el sentido en el que hemos interpretado la clasifica-
cidén artificial antes mencionada, de acuerdo con los -
distintos valores de actividad timidina kinasa y fosfa-

tasa aAcida determinados paracada una de ellas.

Establecimiento de las condiciones dptimas de ensayo de

las enzimas estudiadas.

Una vez fijadas las condiciones y el criterio
para el aislamiento y clasificacidén de las distintas po-
blaciones celulares, y asegurada su viabilidad a corto -
plazo, el siguiente paso fué el establecimiento de las -
condiciones 6ptimas de ensayo de las tres enzimas prin-
cipal objeto de este trabajo,y con un papel fundamental
en la sintesis y esterificacién del colesterol en el in-
testino: '1a HMG-CoA reductasa, la pirofosfomevalonato -
descarboxilasa y la acil-CoA: colesterol acil transfe-

rasa.

Dado que el plan de trabajo propuesto implica-
ba la utilizacidén de un elevado nUmero de preparaciones
de células intestinales obtenidas de varios animales -
distintos, y que habian de ser resuspendidas en volume-
nes pequefios de tampdn de homogenizacidn, no resultaba
factible la realizacibn de la puesta a punto del ensayo
de las distintas enzimas consideradas, utilizando frac-

ciones microsomales o citosdlicas dependiendo de la enzi
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ma en cuestidén. Por otra parte, tanto los resultados ob
tenidos por nosotros y mostrados en la presente Memoria,
como los de otros autores (192,196), ponen de manifiesto
la dificultad de realizar el subfraccionamiento celular
de células epiteliales aisladas de intestino. Estas cir-
cunstancias nos han llevado a utilizar como preparacio-
nes enzimaticas en practicamente todos los casos, ho-

mogenados obtenidos mediante sonicacibdn.

El establecimiento de unas condiciones de en-
sayo exactas y repetitivas, era condicidn previa para’ la
la obtencidn de resultados concluyentes. Con tal objeto -
se han realizado una serie de experimentos encaminados
a evaluar el efecto de la concentracién proteica y el -
tiempo de incubacidn sobre las distintas actividades en-
zimaticas estudiadas, asi como la distribucidn intrace-

lular de las enzimas previamente mencionadas.

En el ensayo de la HMG-CoA reductasa, se ha u-
tilizado béasicamente el método descrito por Shapiro y
Col (245), basado en la cuantificacidén, en su estado de
lactona, de todo el acido mevaldnico originado en la -
reaccidén, a partir de 14C—HMG—CoA, sin necesidad de su -
extraccidén con éter. Las variaciones descritas en la bi-
bliografia para la actividad HMG-CoA reductasa, no sola-
mente resultan imputables a las distintas condiciones -
fisioldgicas sino gue parece haberse demostrado una nota
ble influencia del sistema de preparacidén enzimatica, es-
pecialmente del tampdn de homogenizacién. De acuerdo con
trabajos previos realizados en nuestro Departamento, he-
mos introducido las ligeras modificaciones por ellos -

apuntadas . Asi, la zona de Rf raspada en la placa de -
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cromatografia ha sido de 0.3-0.7, frente al 0.6-0.9 des-
crito en la bibliografia (245).

Para el establecimiento del margen de lineari-
dad entre el tiempo de incubacibdn y la cantidad de MVA -
formado,manteniendo fijas el resto de las condiciones,
especialmente la concentracidédn de sustrato y cofactores
presentes, se han ensayado distintos tiempos que abarcan
de 10 a 60 minutos, comprobéndose que dicho margen de -
linearidad se mantiene hasta los 30 minutos, frente a -
los 60 minutos a los que se conserva la proporcionalidad
en higado (246). De la misma manera, se ha establecido
la proporcionalidad entre la cantidad de proteina enzi-
matica presente en el medio de incubacidédn y el MVA for-
mado. Entre el margen ensayado (0.1-0.4 mg), la propor-
cionalidad se ha mantenido hasta los 0.3 mg, frente a -
los 0.4 mg en higado, o los 0.6 mg en mucosa raspada de

intestino (246) en las mismas condiciones estandar.

Aunque la localizacidén microsomal de la HMG-
CoA reductasa hepética ha sido reiteradamente comproba-
da, la localizacidén subcelular de la enzima intestinal -
estéd sujeta a controversia, habiendo postulado algunos -
autores una localizacidn doble (microsomal y mitocon--
drial) de la enzima (151, 182). De cualduier manera, el
estudio minucioso llevado a cabo por Field y Col (196) -
parece demostrar sobradamente que esta doble localiza-
cidén se debe a deficiencias en el proceso de aislamien-
to, puesto que la utilizacidn de métodos més sofistica-
dos pone de manifiesto la localizacidn preferentemente
microsomal de la enzima, siendo muy baja o practicamen-

te nula la detectada en la fraccidn mitocondrial.
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También en el caso del pollo el fraccionamien
to subcelular de la célula intestinal es dificil, no -
disponiéndose de ningOn método sencillo que permita ais-
lar los distintos orgénulos con un alto grado de pureza.
En el presente trabajo el subfraccionamiento celular se
ha realizado por centrifugacion diferencial en el tampbn
de homogeneizacidén, siendo la distribucidédn de la activi-
dad de un 20% en la fraccidn nuclear, un 30% en la frac-
cébn mitocondrial, un 49% en la microsomal y un 1% en la
citosblica. Por consiguiente, también en este caso, el
intento de asociar la actividad reductasa a una fraccidn
subcelular determinada no resultd concluyente. Es posi-
ble que la contaminacién cruzada entre organulos, debida
al mucus u otros factores, sea dificil de eliminar en el
proceso de subfraccionamiento de células intestinales.
De cualquier manera el objeto de estos experimentos era
en primer lugar el de establecer la validez de utilizar
los datos obtenidos en homogenados como valor represen-

tativo de la actividad enzimética.

En un trabajo realizado por Sugano y Col (276),
se indica gque en ausencia de un inhibidor de los enzi-
mas proteoliticos, la actividad HMG-CoA reductasa de cé-
lulas epiteliales de la vellosidad intestinal, es préac-
ticamente indetectable, y que la inclusidén en el tampbdn
de homogenizacidén de un inhibidor de la tripsina produce
una activacidén de la enzima. Esta activacidén parece ser
especifica para el caso del inhibidor de la tripsina, -
careciendo de efecto otros inhibidores de proteasas -
(276). Dado que estas primeras observaciones fueron --
realizadas en preparaciones celulares obtenidas por --
el método de raspado de la mucosa, se ha investigado -

el posible efecto producido por la inclusidén de un --
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de un inhibidor de la tripsina en el tampdn de homogeni-
zacién, sobre la actividad reductasa de mucosa raspada
de pollo, y sin embargo no se han detectado diferencias
significativas entre preparaciones obtenidas en ausencia
y presencia del inhibidor. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por otros autores en rata (192), y co
como consecuencia, en experiencias posteriores, se ha o

mitido el inhibidor en el tampdén de homogenizacidn.

Es de destacar la baja actividad de la enzima
HMG-CoA reductasa en células aisladas de intestino de -
pollos de 30 dias, con respecto a la de higado (246) y
a la intestinal de pollos entre una y dos semanas de -
edad (246). De cualquier forma, a lo largo del desarrollo
postnatal, la actividad HMG-CoA reductasa intestinal -
muestra un claro descenso a partir del dia 15. Los valo
res observados por tanto en los pollos utilizados en es
te estudio, estéan de acuerdo con el patrdn de desarrollo

de la reductasa intestinal.

La actividad PPMVA descarboxilasa se ha ensa-
yado segin el método de Slakey y Col (244), con ligeras
modificaciones. El1 método esta basado en la medida de -
los alcoholes formados tras la hidrblisis de los produc-
tos de reaccidén por actuacidén de la fosfatasa alcalina.
E1 método de extraccidn de los alcoholes formados, se
ha modificado empleando éter etilico en sustitucidn del
éter de petrdleo como disolvente. Con este procedimiento
se consigue un rendimiento en la extraccidén de un 90% ,

frente al 20% obtenido con éter de petrdleo.

Para el establecimiento de las condiciones Op

timas de ensayo en células aisladas, se han realizado una
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serie de experiencias encaminadas a evaluar el efecto -
de la concentracién de proteinas presente en la mezcla

de incubacidén, asi como del tiempo de incubacidn sobre -
la descarboxilacidén del A&cido pirofosfomevalbdnico, man-
teniendo constantes el resto de las condiciones, espe--

cialmente la concentracidén del sustrato.

La proporcionalidlad entre el tiempo de incu-
bacidén y los productos formados se mantuvo en toda la -
banda de tiempos estudiada (0-60 min). De la misma for-
ma, dicha proporcionalidad también se mantuvo a lo largo
de todo el rango de la concentracién proteica ensayada
(0-0.3 mg). Estos resultados estan de acuerdo con los -
obtenidos por otros autores en distintos origenes. Asi,
en rifién, higado y mucosa raspada de intestino de pollo,
la linearidad se mantuvo hasta 120 min y 2 mg de pro--
teina (252).

Aunque es bien sabido gque la PPMVA descarboxi-
lasa es una enzima soluble, hemos medido su actividad -
en las diferentes fracciones subcelulares obtenidas por
centrifugacidén diferencial. Practicamente la totalidad
de la actividad se recogié en la fraccidn citosbdlica, -
siendo la actividad especifica alrededor de 4 veces su-
perior a la determinada en el homogenado completo. De -
cualqguier manera, a fin de establecer un criterio Gnico
con vistas a la posteior interpretacién de resultados,
en experiencias posteriores se ha utilizado como extrac
to enzimidtico para el ensayo de la actividad descarboxi

lasa, homogenados de células.
Establecidas las condiciones éptimas para el -

ensayo de la HMG-CoA reductasa y PPMVA descarboxilasa,

se ha llevado a cabo la puesta a punto de la enzima ACAT
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en enterocitos aislados.

Aparte del papel esencial del intestino en los
procesos de absorcién y sintesis, también actda como lu
gar de transformacidén del colesterol para su posterior
transporte a los distintos tejidos del organismo. Este
proceso implica la esterificacidn de la molécula de co-
lesterol y su incorporacidén a quilomicrones. Se ha des-
crito la existencia de dos sistemas mayoritarios para la
esterificacién del colesterol procedente del lumen in--
testinal: la colesterol esterasa y la acil-CoA: coleste
rol acil transferasa. La colesterol esterasa es una enzi
ma soluble que cataliza la esterificacidén del coleste-
rol con un acido graso libre, a un pH Optimo de 6.2, y
es de origen pancreatico (297). La ACAT es una enzima -
microsomal que cataliza la esterificacidén del colesterol
con un acil-CoA y presenta un margen de pH Optimo bastan
te amplio (298).

Resultados obtenidos con las dos enzimas su--
gieren que ambas presentan una funcidén importante en la
esterificacidn del colesterol en el intestino, y aungue
se ha establecido un papel preponderante para la ACAT -
(299), la importancia relativa de cada una de ellas, -
ain no es del todo clara. Pruebas recientes parecen su-
gerir que la colesterol esterasa pancreatica tiene una
funcidén importante en el proceso de hidrdélisis de los -
ésteres de colestercl y su posterior entrada a través -
del borde en cepillo del enterocito (254), més gque en la
esterificacidén intracelular (300), sugiriendo que su -
presencia en el interior de la célula pueda ser resultado
de la contaminacidén de preparaciones celulares con el -
contenido del lumen intestinal. De cualquier manera, el

presente estudio se ha centrado en torno a la ACAT, in-
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tentando establecer las variaciones que se producen en

su actividad, bajo distintas condicioens fisiolbgicas.

La mayoria de los métodos utilizados en la ac-
tualidad para determinar la actividad ACAT, usan como -
sustrato exdgeno un 14C—acil—CoA graso, y no el 14C—co—
lesterol, ya que se desconoce en qué grado este coleste
rol entra a formar parte de los diferentes '"pools" celu
lares. Puesto que la disponibilidad del colesterol de -
cada uno de estos ''pools'" para ser sustrato de la ACAT,
es muy variable, los valores obsolutos de la actividad

de dicha enzima no podrian ser calculados con exactitud.

En el presente trabajo se ha utilizado para -
determinar la actividad ACAT basicamente el método de -
Goodman (248), y como sustrato exbdgeno el 14C—oleil—CoA,
a una concentracidn tal que el oleil-CoA endbgeno es in
significante con respecto a la concentracibdn del acido -
graso afiadido al medio de reaccidn. Este sustrato es -
también utilizado por la acil-CoA hidrolasa, asi como -
para su incorporacién a fosfolipidos y triglicéridos -
(248), razdn por la que 1o hemos utilizado también para

medir su incorporacidén a estos dos ultimos compuestos.

La actividad acil-CoA hidrolasa ha mostrado
ser muy superior a la exhibida por la ACAT, tanto en in
testino como en otros tejidos (265,281). Dado que la hi
drdlisis del 14C—oleil—CoA para formar 14C—oleico es tan
elevada, y lo que es mas importante, puede variar en las
distintas condiciones de estudio o fracciones celulares
ensayadas, en todas las experiencias del presente traba
jo hemos medido de forma rutinaria dicha actividad hi-

drolasa.
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En la puesta a punto del método, se han deter
minado el tiempo d6ptimo de incubacidn,asi como la con--
centracién de proteina enzimédtica con la que se mantie-
ne la proporcionalidad con el producto formado. El esta
blecimiento de los valores Optimos de otros parametros,
tales como pH, concentracién de DTT, concentracidn de
albGmina y de sustrato, se han establecido en un traba-

jo previo realizado en nuestro Departamento (273).

En los margenes de tiempo estudiados (1-10 min),
1a linearidad de la reaccidn se mantuvo hasta los 2 min,
frente a los 10 min & 20 min descritos en higado y cere
bro de pollos jbévenes, respectivamente, cuando se usa -
palmitoil-CoA como sustrato (273,316). E1 palmitoil-CoA
parece ser un sustrato mas pobre para la ACAT que el -
oleil-CoA, y de ahi que en general necesite mayores -
tiempos de incubacidén. Ademés, el corto margen de linea
ridad de la reaccibdn puede ser debido a una limitacidn,
bien en la concentracién de sustrato exbdgeno, o bien en
la de colesterol enddgeno microsomal. De hecho, diversos
autores han indicado que el "pool" de colesterol micro-
somal que actla como sustrato de la ACAT es muy limitado,
como indica el que la adicidn de colesterol al medio de
reaccidn aumenta la actividad ACAT, asi como el tiempo

de linearidad en la formacidén de ésteres de colesterol
(277).

Se ha estudiado también la linearidad de la -
reaccidn frente a diferentes concentraciones de proteina
enzimatica, manteniéndose dicha proporcionalidad a lo -
largo del margen ensayado (0.1-0.4 mg). Anadlogos resul-
tados se han obtenido en higado y cerebro de pollo, don

de la proporcionalidad se ha mantenido hasta 0.3 y 0.4 mg
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respectivamente (273,316).

En el estudio de la actividad ACAT en las di-
ferentes fracciones subcelulares, se ha encontrado, igual
que con la HMG-CoA reductasa, una gran dispersidén de ac
tividad entre las distintas fracciones separadas. Esto
no debe ser interpretado en el sentido de que la ACAT -
sea una enzima de localizacidén mGltiple, pues estid so-
bradamente demostrado que se trata de una enzima micro-
somal, sino mas bien como un hecho que vuelve a poner de
manifiesto la dificultad de realizar un buen subfraccio

namiento en células de mucosa intestinal (196,277).

Distribucidén de los procesos de sintesis y esterificacidn

del colesterol a lo largo del intestino.

Como anteriormente hemos indicado, la estruc-
tura anatdémica y fisioldgica del intestino es compleja,
con notables diferencias en la morfologia y funcidn de
sus células, tanto horizontalmente a lo largo de su lon
gitud, como verticalmente a lo largo del eje de la vel-
losidad. A fin de establecer si estas diferencias se -
corresponden con variaciones en el metabolismo del co-
lesterol, se ha estudiado en primer lugar la distribu--
cién de las distintas actividades enzimédticas, indices
por una parte de la velocidad de sintesis de colesterol
(HMG-CoA reductasa y PPMVA descarboxilasa) y, por otra
parte, de la velocidad de esterificacidn (ACAT). A con-
tinuacidén se ha establecido el contenido en colesterol
de las distintas fracciones intestinales obtenidas, asi
como la velocidad de sintesis de triglicéridos y fosfo-

lipidos, todo ello a lo largo del intestino, en las tres
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regiones consideradas, duodeno, yeyuno e ileon, y a 1lo

largo del eje vellosidad-cripta.

A lo largo del intestino, la actividad HMG-CoA
reductasa se localiza predominantemente en la zona media
y distal, es decir en yeyuno ¢ ileon, tanto cuando se -
representa en términcs de actividad especifica, como cuan
do se considera la actividad total, es decir en funcidn
de la cantidad de proteina aislada en cada una de las -
fracciones obtenidas. Esta situacidn concuerda parcial-
mente con las observaciones realizadas por Dietschy y -
Siperstein (53) y Shefer y Col (197), quienes establecen
que la maxima actividad biosintética en rata correspon-
de a la zona de ileon, siendo considerablemente mas baja
en el duodeno distal y yeyuno. En nuestro caso sin em--
bargo, el yeyuno también presenta una considerable actil
vidad HMG-CoA reductasa. Es de destacar que en conejo -
(281) la actividad reductasa es considerablemente mas -
baja en ileon que en yeyuno, 1o cual pone de manifiesto
una vez mas las diferencias entre el metabolismo de co-
lesterol intestinal, dependiendo de la especie estudia-
da. La informacién que se posee en el hombre indica una
elevada actividad reductasa en la mucosa géastrica, mien
tras que la actividad es baja y practicamente constante

a lo largo del intestino delgado y colon (301).

Asi mismo, en mucosa raspada de pollo, la méa-
xima actividad especifica HMG-CoA reductasa corresponde
a la zona de yeyuno e ileon, siendo aproximadamente el
doble que la detectada en duodeno. Sin embargo los valo
res de actividad especifica obtenidos en raspados de mu
cosa son considerablemente inferiores a los obtenidos -

en células aisladas. En este sentido se ha sefialado que
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el empleo de métodos mecénicos para el aislamiento de -
células de la mucosa intestinal, provoca dafios conside-
rables en los enterocitos asi obtenidos (152). Ademéas,
el método de raspado, posiblemente junto con los entero
citos aisle células procedentes del corion y "muscularis
mucosae'', de poca o ninguna actividad reductasa, dando
lugar a actividades especificas inferiores. De cualquier
manera, las profundas diferencias en actividades especi
ficas obtenidas por ambos métodos, pone de manifiesto -
las ventajas de la utilizacidén de métodos bioquimicos -

para el aislamiento de células del epitelio intestinal.

En cuanto a la distribucién de la reductasa a
lo largo del eje vellosidad-cripta, la zona de maxima -
actividad parece corresponder a la zona superior de la
vellosidad, siendo esta situacidén més patente cuando se
examinan las actividades reductasa totales de duodeno y
yeyuno. En general los datos obtenidos apoyan la idea -
de que las células de la vellosidad son al menos tan ac
tivas en la sintesis de colesterol como las de las crip

tas.

Los estudios de Dietschy y Siperstein (161) -
y Shefer y Col (197) en mucosa raspada, y por otra par-
te de Panini y Col (192) en células aisladas por el mé-
todo de Weiser, indican que las células indiferenciadas
de las criptas serian las que presentarian la maxima ac-
tividad de sintesis, en tanto que las células maduras de
la vellosidad serian relativamente inactivas. En cambio
en el trabajo de Muroya y Col (152), donde se ha medido
la capacidad de sintesis por tres métodos distintos que

incluyen incubacidén de células raspadas, incubacidn de
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porciones completas de intestino antes de realizar el -
raspado, y experimentos en los que se ha efectuado el -
raspado por distintos métodos, se establece que ambas -
fracciones tienen una capacidad similar para sintetizar
esteroles precipitables con digitomina (DPS). Finalmente
Stange y Col (184), midiendo la incorporacidén de agua -
tritiada a DPS, informan gque en la fraccidn proximal del
intestino de rata, aumenta ligeramente la actividad de
sintesis de esteroles en el sentido vellosidades-criptas,
pero en cambio en el ileon, son las fracciones de la -

vellosidad las que muestran la méaxima actividad.

A esta diversidad de observaciones se unen 1os
resultados obtenidos por Merchant y Heller (151) en ileon
de rata, utilizando el método de aislamiento de Weiser,

y que establecen que las células superiores de la vello

sidad son las de maxima actividad HMG-CoA reductasa.

Nuestros resultados por tanto parecen coinci-
dir con estas Gltimas observaciones realizadas en rata,
asi como los obtenidos por Stange y Col (281) en ileon
de conejo, que establecen que la maxima actividad bio-
sintética de colesterol corresponde a la zona superior

de la vellosidad intestinal.

Como se ha indicado, nuestro estudio en torno
a la localizacidn y regulacidn de la biosintesis de co-
lesterol en la mucosa intestinal, se ha centrado, ademés
de en HMG-CoA reductasa, en otra enzima, la PPMVA des--
carboxilasa. El interés de esta Ultima estid basado en la
sugerencia de que la descarboxilacidén del acido mevald
nico aparece como un punto de control en la biosintesis

de esteroles, bajo determinadas condiciones fisioldgi--
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cas (229). La existencia en intestino de pollo ha sido
puesta de manifiesto previamente (233), aunque la distri
bucidén de la actividad entre las distintas zonas del in

testino delgado, asi como a 1o largo del eje de la vello
sidad, aln no ha sido descrita.

En células epiteliales aisladas de intestino
de pollo, la méaxima actividad especifica descarboxilasa
-al igual que la HMG-CoA reductasa- se localiza en el -
ileon y yeyuno, siendo ligeramente inferior en la zona
del duodeno. La mixima actividad especifica corresponde
a las células de las criptas, pero por el contrario, -
cuando se consideran actividades totales, es decir te--
niendo en cuenta la cantidad de proteina recogida en ca
da fraccibn, son las células superiores y medias de la
vellosidad las que contribuyen de forma mayoritaria a -

la formacidn de unidades isopreno.

Numerosas observaciones sugieren que las célg
las apicales de la vellosidad estéan especializadas en -
el transporte del colesterol de nueva sintesis (302,303).
El reticulo endoplasméatico estd mas desarrollado en las
células de la vellosidad y presumiblemente también es -
dénde se produce de forma mayoritaria la esterificacidn
del colesterol en la mucosa intestinal. Ademds, existen
diferencias morfoldgicas y funcionales entre las células
de las criptas y las de las vellosidades, caracterizan-
dose estas Ultimas por su elevado metabolismo y capaci-
dad de oxidacidn de acidos grasos, aminoicidos y azlGca-
res. Todo ello quizéas puede justificar la elevada acti-
vidad biosintética, reflejada por las actividades tota-
les de las dos enzimas estudiadas, observada en las cé-

lulas apicales de la vellosidad.



Tanto la absorcidn de nutrientes como la for-
macidbn de quilomicrones, tienen lugar predominantemente
a través de las células superiores de la vellosidad. Da-
do que el colesterol es un constituyente de lipoproteinas,
cabe esperar que en condiciones de una dieta exenta de
colesterol, las células superiores de la vellosidad mue s
tren una tasa elevada de sintesis de colesterol. Al mis
mo tiempo, el mantenimiento de una relativamente eleva-
da velocidad de sintesis en las células de las criptas
también seria necesaria para abastecer las necesidades
derivadas de la intensa actividad mitbética que muestran

estas células.

Una vez definida la distribucidn de dos de las
enzimas implicadas en la biosintesis de esteroles, se ha
establecido la localizacidn de la enzima ACAT, en el e-
pitelio intestinal, teniendo en cuenta que la esterifi-
cacidn se considera como un punto de control en el pro-

ceso de absorcidn del colesterol luminal.

La primera evidencia acerca de la existencia
de una enzima coenzima A dependiente, capaz de catalizar
la esterificacidn del colesterol en el epitelio intesti
nal, fué presentada por Haugen y Norum en 1976 (264). -
Desde entonces, su presencia en la mucosa intestinal de
una amplia gama de especies ha sido puesta de manifies-
to repetidamente (260,304,305).

En relacidén con la distribucibdn de esta enzima
en la mucosa intestinal, y frente a la controversia -
existente acerca de la localizacidn de la HMG-CoA reduc
tasa, parece existir un acuerdo general de que la ACAT

se localiza mayoritariamente en la zona proximal del in
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testino. Asi, en rata (264) y en hombre (265), aparece

un gradiente de actividad especifica ACAT desde 1la regiodn
proximal del intestino hacia la zona distal, mostrando

la actividad mds elevada 1a porcidn proximal de yeyuno

y la mas baja en el duodeno y en el ileon; en cambio en

conejo la maxima actividad se desplaza hacia la regidn
media (266).

En el caso del pollo, de las tres regiones es
tudiadas, el yeyuno es 1a que presenta la actividad és-
pecifica méas elevada, alrededor de 3 veces superior a -
la de ileon y de 1.5 a 2.5 a la de duodeno. Esta situa-
cidén cambia ligeramente cuando se consideran actividades
totales, apareciendo tanto el duodeno como el yeyuno con
una alta actividad ACAT. Es de destacar que esta distri
bucién longitudinal de la actividad ACAT refleja el lugar
de maxima absorcién intestinal de colesterol (27). Dado
que se ha descrito que la toma de LDL a lo largo del eje
intestinal es un proceso relativamente uniforme (183),
estos datos estarian de acuerdo con la idea de que 1la
ACAT participa fundamentalmente en los procesos de este
rificacidn del colesterol absorbido, mas que en el del -

colesterol endbgeno.

Al examinar su distribucién a lo largo del eje
vellosidad-cripta, se observa en yeyuno que la maxima -
actividad corresponde a las células superiores y medias
de la vellosidad, aungue estas diferencias son poco apa
rentes enlas zonas intestinales de menor actividad. La
localizacidén predominante de la actividad ACAT en la z0
na superior de las vellosidades también parece ser un hecho
ampliamente comprobado. En estudios realizados en rata

(184,270), un 90%, tanto de la actividad especifica como
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de la total, aparecen en la fraccidn de las células de

la vellosidad (superiores, medias e inferiores).

Dado que el acil-CoA también es sustrato de la
acil-CoA hidrolasa, enzima de elevada actividad especi-
fica y que puede competir con ACAT en la utilizacidn del
sustrato, se ha medido su actividad de forma rutinaria
siempre que se determinaba actividad ACAT, encontrando
que su actividad es similar en todas las fracciones en-
sayadas, lo cual permite asegurar que las variaciones -
en actividad ACAT no son debidas a diferencias en la dis

ponibilidad de sustrato.

En resumen, se puede establecer que existe una
distribucidn inversa en cuanto a la localizacidn de la
actividad HMG-CoA reductasa y PPMVA descarboxilasa por
una parte, y la actividad ACAT por otra. Mientras que la
primera se encuentra predominantementeé en la zona dis-
tal del intestino, la ACAT se localiza en la porcidn pro
ximal, lugar de absorcidn del colesterol luminal. En -
cuanto a la distribucidén de la actividad PPMVA descarbo
xilasa, en términos de actividad especifica, el patrdn
general encontrado concuerda con el de la reductasa a lo
largo del intestino. Sin embargo, la mayor actividad en
criptas es contrario a las observaciones realizadas en
la reductasa. Esta aparente disociacidn entre la distri
bucidn de la actividad reductasa y descarboxilasa, ambas
implicadas en el proceso de biosintesis de esteroles, es
interpretable, considerando el papel de la PPMVA descar
boxilasa en el metabolismo del &cido mevaldnico. Asi, se
ha demostrado en cultivcos de mucosa intestinal de conejo
(306), y en intestino humano (162), la existencia de una

elevada actividad del "shunt" del MVA, convirtiendo el
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4cido mevalénico a acidos grasos. La importancia relati
va del intestino en este desvio metabdlico del MVA ha si
do también demostrada recientemente en nuestro Departa-
mento en embridén de pollo de 19 dias (315). Por otra -
parte, una disociacibén entre la actividad reductasa y la

PPMVA descarboxilasa, ha sido descrita en ocasionies -
previas (251), '

Se ha relacionado una baja actividad HMG-CoA re
ductasa, y por tanto también una baja actividad coleste-
rogénica, con una elevada concentracién de colesterol en
las células de la mucosa intestinal (53,152). Con estas
observaciones en mente, se ha realizado asi mismo un -
estudio de los niveles de colesterol, tanto total como -
libre, en distintas fracciones del epitelio intestinal
obtenidas por el método de Weiser. Sin embargo, nuestros
resultados indican que los niveles de colesterol son -
seme jantes en todas las fracciones celulares aisladas -
de las tres regiones de intestino estudiadas, excepto -

en ileon, donde el contenido en colesterol, expresado

1

en pg/mg de proteina,es ligeramente superior al de duo-

deno y yeyuno.

Por otra parte, préacticamente todo el coleste
rol estad en forma libre, y teniendo en cuenta que la ma
yor parte de la absorcidn intestinal de colesterol en -
el pollo, en condiciones de una dieta baja en esteroles
tiene lugar en la porcidn proximal (307), es posible que
una elevada proporcidén del contenido de colesterol del
ileon, sea sintetizado "in situ'. Esta idea estaria de
acuerdo con el concepto de que la concentracidn celular
de esteroles determina la velocidad de biosintesis y ac

tividad de la HMG-CoA reductasa (308). Por consiguiente
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una baja absorcidén a nivel de ileon daria lugar a una -
alta actividad reductasa, a fin de asegurar los niveles
de colesterol necesarios para los requerimientos de esta
zona de intestino. En el mismo sentido, es de destacar
que se ha descrito que la mayoria del colesterol sinte-
tizado "in situ'" en el enterocito, se encuentra almace-

nado en forma libre (306).

En el pollo, a diferencia de la rata, la dieta
estandar estd constituida en su mayoria por hidratos de
carbono, siendo muy bajo el contenido en grasas, Yy prég
ticamente nulo el contenido en colesterol. S5i se asume
que la mayor parte del colesterol de la mucosa intesti-
nal enpollos alimentados con una dieta estandar, provie
ne de la sintesis, y por otra parte que la utilizacidn
de colesterol para la formacién de lipoproteina es maxi
ma en duodeno y yeyuno, resulta comprensible que el ileon,
zona de maxima actividad colesterogénica, y minima for-
macién de lipoproteinas, presente un elevado contenido

en colesterol.

Finalmente, en relacidn con la sintesis de -
triglicéridos y fosfolipidos acil-CoA dependiente a lo
largo del epitelio intestinal, destacar que al igual que
en el caso de la ACAT, la méxima actividad corresponde
a la zona proximal y media (duodeno y yeyuno). En cuanto
a su distribucién a lo largo del eje vellosidad-cripta,
también corresponde claramente a la zona superior de la
vellosidad la méxima actividad. La existencia de dife--
rencias entre vellosidades y criptas en la velocidad de
biosintesis de fosfatidilcolina y en la acilacidén a dia-
cilglicéridos, que habia sido descrita en rata por Mans

bach en 1973 (137) , apoya el hecho de que la absorcidn
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y resintesis de triglicéridos tiene lugar mayoritaria--
mente a nivel de las células mds apicales de la vellosi
dad, para ser alli utilizadas en la formacidn de quilo-

micrones o VLDL como ocurriréd en el caso del pollo.

Efecto de distintas dietas sobre la sintesis y esterifi-

cacidén del colesterol a lo largo del intestino.

A fin de examinar detalladamente los mecanis-
mos implicados en la regulacidén de la sintesis y esteri-
ficacidén del colesterol en el intestino, se han realiza
do asi mismo una serie de estudios en células aisladas
por el método de Weiser (240), en los que se ha manipu-
lado, mediante alimentacién con distintas dietas, el flu
jo normal de colesterol desde el lumen hacia la mucosa

intestinal.

Los experimentos realizados han sido encamina
dos a evaluar minuciosamente 1los niveles de sintesis de
esteroles -reflejados por la actividad HMG-CoA reducta-
sa- y de esterificacidén coenzima A dependiente, bajo dis
tintas condiciones fisioldgicas. Asi, mediante el empleo
de distintas dietas se ha manipulado tanto la entrada de
colesterol a través del borde en cepillo del enterocito,
como el contenido de colesterol necesario para la sintg

sis de lipoproteinas.

Mientras que en higado estid suficientemente -
demostrado que el colesterol de la dieta regula su pro-
pia sintesis, la modulacibén de la sintesis intestinal de
colesterol por el colesterol intraluminal, es un tema -

sujeto a controversia.
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Estudios realizados en rata (184), mono (160)

y hombre (95), han sugerido que el colesterol de la die
ta no tiene un efecto significativo sobre la colestero-
génesis intestinal. Sin embargo, otros autores han encon
trado una clara supresidén de la sintesis intestinal por
el colesterol en animales como cobaya (94), perro (148),
pollo (290), conejo (281), e incluso rata (165), ponien
do de manifiesto que la accidn inhibidora del colesterol
dietario sobre la colesterogénesis intestinal es mas pro
nunciada en aquellos animales susceptibles a la induccidn

de una hipercolesterolemia experimental (cobaya, pollo,

conejo).

Estos resultados aparentemente contradictorios
indujeron a pensar que quizas el intestino, con respecto
al metabolismo del colesterol, se comporta como un orga
no pasivo encargado exclusivamente de absorber y "empa-
quetar" el colesterol de la dieta, para enviarlo hasta
el higado, donde seria utilizado para satisfacer sus pro
pias necesidades, para formar parte de las distintas 1li-
poproteinas, o ser convertido a dcidos biliares. S5in em
bargo, es adecuado pensar gue dada la importancia de su
contribucidn relativa a la sintesis global de colesterol
corporal, debe poseer mecanismos que le permitan contro
lar su propia sintesis en funcidén, tanto de las condicio
nes dietarias, como de sus propias necesidades o las del

resto de los tejidos.

Como anteriormente hemos mencionado, la tasa
de sintesis de colesterol es regulada en muchos tejidos
a través de un mecanismo '"feed-back'" por ei propio coles
terol. Esta regulacidn ocurre en la mayoria de los casos
por la modulacidn de la cantidad o de la actividad de la

enzima HMG-CoA reductasa (288). Sin embargo, la existen
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cia de puntos secundarios de control a nivel de otras -
enzimas implicadas en la conversién de mevalonato a este
roles, ha sido demostrada (309). Tal es el caso de la -
enzima pirofofomevalonato descarboxilasa, que muestra -
fluctuaciones en su actividagd bajo determinadas condi-
ciones experimentales (231,233).

Las dietas utilizadas en este trabajo, a fin de
modificar el flujo de colesterol desde el lumen hacia 1la
mucosa intestinal, han sido una dieta estandar suplemen-
tada con colesterol al 5% o colestiramina al 3%. La co-
lestiramina es una resina de intercambio anidénico que ac
tha secuestrando 4cidos biliares en el lumen intestinal,
provocando como consecuencia una hipocolesterolemia y un

incremento en la biosintesis corporal de colesterol.

La alimentacién con una dieta de colesterol al
5% durante 5 dias provoca en todas las fracciones aisla
das a lo largo del eje vellosidad-cripta, una inhibicién
de la actividad HMG-CoA reductasa. Ademéds, y sobre todo
cuando se examinan los valores de actividad total, esta
inhibicidn aparece en forma de gradiente desde la zona
proximal hacia la zona distal, siendo méximo en ileon -

(alrededor de un 50%) y minimo en duodeno.

De forma semejante, la PPMVA descarboxilasa -
también es inhibida por el colesterol de la dieta. La -
inhibicidn se manifiesta en todas las fracciones del eje
vellosidad-cripta, tanto en la zona distal, como en la

regidén del duodeno y yeyuno.

Los niveles de colesterol total y libre tam--

bién fueron determinados, con el fin de establecer algu
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na posible correlacidén entre las variaciones en la velo
cidad de sintesis y esterificacidn, asi como en el con-
tenido en esteroles de la mucosa intestinal. El1 méximo
incremento en el contenido en colesterol total, corres-
ponde sobre todo a la zona del duodeno, seguida del ye-
yuno, en tanto gque los niveles en ileon son solo ligera
mente superiores a 1los controles. El aumento en coleste
rol total se debe sobre todo a una elevacidn en el coles
terol esterificado, gque si bien en controles representa
un 5-10% del colesterol total, en pollos alimentados con
colesterol, supone un 30% y un 20% en duodeno y yeyuno

respectivamente.

La actividad ACAT aumenta enormemente en condi
ciones de una dieta con colesterol al 5%. Este aumento
es mas patente en las fracciones correspondientes a las
células superiores y medias de la vellosidad, zona que
se corresponde con la de mayor actividad ACAT a lo largo

del eje vellosidad-cripta.

El hecho de que la actividad ACAT intestinal -
se encuentre activada tras la administracibén de una die
ta rica en colesterol, constituye asi mismo otra prueba
a favor de la implicacién de esta enzima en la absorcidn
de colesterol luminal. Observaciones semejantes han sido
realizadas en rata (184, 270), cobaya (270) y conejo -
(304). En rata, este incremento tiene lugar predominan-
temente a nivel de yeyuno, lugar donde ocurre de forma
mayoritaria la absorcidén intestinal de colesterol (279).
En conejo este efecto parece ser mas uniforme y tiene -

lugar a lo largo de todo el intestino.

En cuanto a la intensidad de la activacibdn ob
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servada en distintos animales, quizés dependa de las con
diciones de ensayo y del tipo de dieta, asi como del tiem
po de administracién. En conjunto, se puede establecer que
el proceso de activaciédn se debe a un efecto de disponi-
bilidad de colesterol que sirve de sustrato a 1la enzima.
Efectivamente, en el pollo existe una elevacidbn en el -
contenido de colesterol intracelular, que afecta tanto a
los '"pools" de colesterol libre como esterificado y segu
ramente sirve de sustrato a 1a ACAT, que en condiciones

basales no esti saturada.

Resultados obtenidos mediante la utilizacidn
de cicloheximida (266) sugieren que una sintesis prot€ica
activa no es condicidén necesaria para la activacién de
la ACAT por una dieta rica en colesterol Y que por tanto
la enzima preexistente tiene suficiente capacidad para -
esterificar el colesterol adicional. De cualquier forma,
Nno se puede descartar la existencia de otros mecanismos
de regulacidén tales como una fosforilacidén o defosfori-

lacidén de la enzima.

También en esta serie de experimentos se ha -
determinado de forma rutinaria la actividad acil-CoA hi-
drolasa en todas las fracciones celulares obtenidas. La
ausencia de diferencias significativas en todos los ca-
Sos, permiten afirmar que la utilizacidn del oleil-CoA
por esta enzima, no interfiere en 1la determinacidén de 1a
actividad ACAT.

En cuanto a los niveles de sintesis de trigli-
céridos y fosfolipidos, solo destacar una ligera activa
cidn, considerada en términos de actividad especifica, en

la zona superior de las vellosidades de yeyuno. Este au-
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mento, que también aparece al tener en cuenta los valo-
res de la actividad total en duodeno, quizés sea resul-
tado del aumento en la demanda de triglicéridos y fosfo-
lipidos para su incorporacibén a VLDL, que tendria lugar
en condiciones de una dieta rica en colesterol. Es inte-
resante recordar la elevada capacidad del pollo para de-
sarrollar una pronunciada hipercolesterolemia tras una -
alimentacidén prolongada con colesterol (310), situacidn
que debe ser alcanzada por la existencia de un sistema -
activo que permita una eficaz absorcién del colesterol -

luminal.

La administracidén de una dieta suplementada con
colestiramina, aumenta enormemente la actividad HMG-CoA
reductasa en todas las fracciones celulares aisladas a -
lo largo del eje vellosidades-criptas de duodeno, yeyuno
e ileon. En cuanto a la PPMVA descarboxilasa, se obser-
va una activacién patente en el duodeno, siendo menor -

en las restantes zonas intestinales.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por otros autores en relacidén con el efecto de una dieta
suplementada con colestiramina, sobre la sintesis intes-
tinal de esteroles (184).

Al examinar bajo estas mismas condiciones los
niveles de colesterol en las distintas fracclones obte-
nidas, se observa gue en ningin caso existe una diferen-
cia significativa en el contenido, tanto en colesterol -
total como libre. Estos resultados, junto con los obte-
nidos en pollos tratados con una dieta suplementada con
colesterol, demuestran claramente gque la regulacidn de -
la sintesis de esteroles en el intestino no puede ser ex

plicada simplemente en base a un aumento o disminucidén -
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de colesterol en el interior del enterocito.

Contrariamente a lo que se podria esperar, 1la
actividad ACAT permanece praicticamente inalterada tras la
administracidén de una dieta con colestiramina. Si algin
efecto se puede destacar, es una ligera activacidn en las
células superiores de la vellosidad de ileon. Estas ob-
servaciones coinciden con lo descrito en rata para la -
ACAT hepatica (311) e intestinal (184), aunque en mucosa
intestinal de conejo se ha descrito una inhibicidén de 1la

ACAT por efecto de la colestiramina (268).

De cualquier forma, nuestros resultados, Jjunto
con los de otros autores, inducen a pensar que existen
unos niveles basales de ACAT que no pueden ser modifica-
dos por debajo de unos limites, aunque se reduzca pronun

ciadamente la absorcidn intestinal de esteroles.

A estas observaciones se une el hecho de que -
el papel de la ACAT en la esterificacidén del colesterol
sintetizado en el interior del enterocito estad sujeto a
controversia. Asi, se ha demostrado en cultivos de mucosa
intestinal, que aln en condiciones de una elevada sinte-
sis enddgena de esteroles, muy poco o practicamente nin-
gin colesterol, se encuentra en la forma esterificada -
(269). Parece ser, al contrario de la enzima hepatica -
(312), que la ACAT intestinal, esterifica predominante-
mente el colesterol absorbido del lumen intestinal. En -
este sentido, un trabajo reciente realizado por Stange y
Dietschy (313), sefiala que en ausencia de una activa ab-
sorcidén intestinal de grasas, los esteroles sintetizados
en la mucosa intestinal son utilizados predominantemente

con fines estructurales por el propio epitelio intestinal,
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y no constituyen un sustrato para la sintesis de quilomi-

crones.

En conjunto, los resultados obtenidos en el -
presente trabajo, junto con los de otros autores (184,269),
parecen apoyar la existencia de una serie de '"pools'" de -
colesterol en el interior del enterocito. Estos "pools" -
son distintos desde un punto de vista funcional, y respon
den de manera distinta a las diferentes necesidades meta

bdlicas del epitelio intestinal.

La organizacidn intracelular del colesterol en
1a mucosa intestinal, responderia al esquema representa-
do en el esquema 4 (pag. 64), sugerido incialmente por -
Stange y Col (184), y que resulta compatible con los re-

sultados obtenidos por nosotros.

E1l '"pool'" A, gue se puede definir como el coles
terol absorbido del lumen intestinal, serviria de sustra
to mayoritario a la ACAT. Este hecho viene apoyado por el
gran incremento observado en la actividad ACAT tras la ad
ministracién de una dieta rica en colesterol. El aumento
en la actividad seria consecuencia de una elevada dispo-

nibilidad de colesterol que sirve de sustrato a la enzi-

me..

Una dieta suplementada con colestiramina activa
ria el proceso de sintesisy por tanto el flujo de coles-
terol a través del '"pool'" B; sin embargo, dado que no -
constituye sustrato de la ACAT, la actividad de esta en-

zima practicamente no varia.

En la rata (184), los "pools" A y B serian tam
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bién distintos desde un punto de vista funcional, ya que
el colesterol de la dieta carece de efecto sobre la coles
terogénesis. En el pollo sin embargo, quizis exista una
mayor interconexidén, considerando la inhibicidn observa
da en las enzima HMG-CoA reductasa y PPMVA descarboxila
sa. De todas maneras el grado de inhibicidén varia segin
la regidn considerada Yy en cualquier caso es considera-
blemente menos pronunciada que la observada en la reduc-
tasa y descarboxilasa hepética bajo las mismas condicio-
nes (314).

Una disminucidén en la absorcién del colesterol
luminal por efecto de 1la colestiramina, pone de manifies-
to a su vez la interconexidn entre el "pool" Ay el "pool"
C de colesterol metabdélicamente activo. Una disminucidn
en la cantidad de colesterol necesario para sintesis de
membranas, traeria como consecuencia una activacidn de
la colesterogénesis, reflejada en la elevacidn de la ac—
tividad HMG-CoA reductasa.

Es importante destacar que el modelo propuesto
esta basado en consideraciones generales sobre los resul-
tados obtenidos, asi como en numerosos datos obtenidos -
por otros autoreés. Es probable que la importancia relati-
va del colesterol absorbido, frente al de sintesis endobge
na, varie segin la regidn considerada y el tipo de dieta
utilizado. En cualquier caso, es interesante comprobar -
que en el pollo, igual que en rata, parecen existir dis-
tintos '"pools" intracelulares de colesterol, que regulan
la velocidad de sintesis y esterificacién, y que son fun-

damentalmente diferentes desde un punto de vista funcional.
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6 .- ‘CONCLUSIONES

1.—- La determinacién de los niveles de actividad
fosfatasa alcalina (enzima marcadora de las cé-
lulas superiores de 1la vellosidad), timidina
kinasa (enzima marcadora de las células de las
criptas) y fosfatasa &acida (enzima indicadora
de la viabilidad celular), nos ha permitido la
caracterizacién de enterocitos aislados de duo-
deno, yeyuno e ileon en pollos de 4-5 semanas,
mediante técnicas bioquimicas basadas en la u-
tilizacidén de diferentes tampones. La observa-
cidébn microscdpica de las preparaciones obteni-
das a distintos tiempos pone de manifiesto la

idoneidad del método de aislamiento.

5. - Se han determinado el contenido en colesterol
total y libre, asi como las actividades enzima-
ticas HMG-CoA reductasa, PPMVA descarboxilasa
y ACAT en enterocitos aislados de duodeno, ye-
yuno e ileon, habiéndose establecido las condi-

ciones 6ptimas para su estudio "in vitro".

3.- En condiciones normales, el colesterol 1libre
representa en torno al 95% del colesterol total
en todas las fracciones celulares estudiadas,
siendo el ileon el que exhibe mayor contenido
en colesterol <total (1.5-2 veces superior al

de duodeno y yeyuno).

4,- E1 yeyuno es, de entre las regiones estudiadas,
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la que presenta la maxima actividad HMG-CoA re-
ductasa (3-4 veces superior a la de duodeno y
alrededor de 1.5 veces a la de ileon), y la ma-
Xima actividad ACAT (2 veces superior a la de
ileon). En cambio, la actividad PPMVA descarbo-
xilasa es similar a 1lo largo de las tres regio-
nes estudiadas. En relacién al eje vellosidades
criptas, la actividad ACAT es maxima en las ce-
lulas superiores y medias del yeyuno, no exis-
tiendo diferencias significativas en duodeno
e ileon. La PPMVA descarboxilasa presenta un
claro gradiente de actividad, siendo minima en
las células superiores y méxima en las criptas
de las tres regiones estudiadas. La actividad
HMG-CoA reductasa no presenta diferencias signi
ficativas a lo largo del eje en ninguna de las

regiones.

Una distribucidén semejante entre ducdeno, yeyu-
no e ileon de las actividades HMG-CoA reductasa
PPMVA descarboxilasa y ACAT se obtiene cuando
los ensayos se realizan en mucosa raspada, si
bien las actividades HMG-CoA reductasa y ACAT
observadas son 6-7 veces inferiores a las obte-
nidas en células aisladas. En cambio, la acti-
vidad PPMVA descarboxilasa es similar tanto en

células aisladas como en mucosa raspada.

El yeyuno es la regidn que presenta la maxima
incorporacién de oleil-CoA tanto a triglicéri-
dos como a fosfolipidos, siendo 1la incorpora-
cidén a triglicéridos alrededor de 3-4 veces su-

perior a la observada en duodeno, y de 5-6 ve-
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ces superior a la de ileon. La incorporacidn
a fosfolipidos es 2-3 veces superior a la obser

vada en duodeno e ileon.

La suplementacién de la dieta con colesterol
al 5% produce un incremento en torno al 200%
del contenido en colesterol total, tanto en duo
deno como en yeyuno, no afectando practicamente
al contenido en ileon. En cambio, el porcentaje
en colesterol 1libre desciende hasta alrededor
del 70% en duodeno, el 80% en yeyuno y el 90%
en ileon. Asi mismo, tanto la actividad HMG-CoA
reductasa, como la PPMVA descarboxilasa, dismi-
nuyen fuertemente (40-50%) en todas las fraccio
nes celulares aisladas de duodeno, yeyuno e
ileon, mientras que la ACAT incrementa su acti-
vidad de 3-5 veces en todas las fracciones celu
lares de las distintas regiones estudiadas,
siendo este incremento mé&s acusado en las célu-
las superiores y medias de la vellosidad, que
en las células inferiores o en las de las crip-

tas.

La suplementacién de la dieta con colestiramina
al 3% no varia sustancialmente el contenido en
colesterol total ni libre a lo largo de las dis
tintas fracciones celulares aisladas de duodenoj
yeyuno e ileon. La HMG-CoA réductasa incrementa
su actividad alredegor de 3 veces en duodeno, y
de 2 veces en yeyuno e i1leon. En cmabio, aun--
que en duodeno la actividad PPMVA descarboxilasa

aumenta significativamente (1.5-2 veces), tanto
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€n yeyuno como en ileon dicha actividad aumenta
solo ligeramente o bien no se modifica. De 1la
misma manera, la actividad ACAT permanece préac-
ticamente inalterada tras la administracién de

una dieta con colestiramina.

Conclusidn Final

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
inducen a pensar que 1la importancia relativa
del colesterol absorbido, frente al de sintesis
endbgena, varia seglin la regién estudiada, el
tipo celular considerado y la dieta utilizada.
Asi mismo, nuestros resultados apoyan la exis-
tencia en enterocitos de distintos "pools" fun-
cionales de colesterol, los cuales responden
de diferente manera frente a las diferentes si-

tuaciones metabdlicas del intestino.
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