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v La importancia del colesterol como constituyente
de las membranas celulares y como regulador de la llamada
"fluidez'" de estas membranas ha sido universalmente recono-
~cida. Pero es en los comienzos de la vida cuando el coleste-
rol parece desarrollar uno de sus principales papeles en rela-
cién con el proceso de mielinizacién.

Desde que los primeros datos sobre la estructura
de la mielina demostraron que estd constituida por capas de
lipidos y proteinas, son muchos los trabajos llevados a cabo
con objeto de conocer sus caracteres histoquimicos y bioqui
micos. Todos ellos coinciden en demostrar que la mielina con-
tiene colesterol, fosfolipidos y galactolipidos en una rela-
cién molar aproximada de 4:3:2 , junto con componentes de na-
turaleza proteica como son las llamadas '"proteinas bdsicas",
diversos proteolipidos , etc. El colesterol es, pues el com-
ponente lipidico mayoritario de la mielina, habiéndose consi-
derado que, en conjunto, constituye alrededor de 20% de los
lipidos del cerebro. '

Las especies animales que han sido estudiadas mds
intensamente en este aspecto pertenecen al grupo de los mami-
feros y entre ellas, concretamente, la rata y el ratén. Los
datos relativos al hombre, que ldgicamente son de la mayor

importancia, son muy escasos.

Se sabe que, en el hombre, la mielinizacidén se
inicia hacia los cuatro meses de gestacién y no se completa
hasta los dos afios de vida, mientras que en la rata la mie-
linizacién tiene lugar exclusivamente después del nacimiento.
Otros animales, como el cobaya, nacen virtualmente mieliniza-

dos.

R 3T
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Las particularidades de la mielogénesis humana
explican la gran importancia de las lesiones cerebrales que
se producen en los primeros meses de vida. En efecto, dado
que la vulnerabilidad cerebral decrece a medida que aumenta
el grado de mielinizacién, cualquier lesidén que afecte a las
células nerviosas cuando aun no estdn completamente protegi-
das por la mielina, produce resultados irreversibles, mien-
tras que 1los mismos factores no afectarian al cerebro humano
si se presentaran una vez consolidadas las estructuras que

lo integran.

Sin embargo, a pesar de su gran importancia, es
relativamente escaso y muy fragmentario lo que hoy se conoce
sobre los procesos quimicos que caracterizan a una perfecta
mielinizacién. Estd ampliamente aceptado que una 6ptima mie-
linizacién depende de la presencia de varias hormonas y de un
adecuado estado nutricional durante el desarrollo. En cerebro,
se produce un progresivo acimulo de aquellos lipidos y protei-
nas que son caracteristicas de la mielina madura. Segin algu-
nos autores la mayoria de los lipidos que son depositados exis
ten comotales o como precursores antes del comienzo de la mieli
na. No obstante, dado la cantidad de lipidos que se acumulan,
es dificil creer que s6lo exista una redistribucidén durante

el desarrollo cerebral.

La presente Memoria Doctoral forma parte de una
linea de trabajo desarrollada en nuestro Departamento duran-
te los tGltimos afios y orientada al estudio de la biosintesis
del colesterol -como principal constituyente lipidico de la
mielina- durante la mielinizacién del pollo. En este animal,
el proceso de mielinizacién ocurre fundamentalmente durante

la fase embrionaria por lo que se puede considerar que en la
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eclosién estd completamente mielinizado. Por ello, los as-
pectos quimicos del proceso en embrién de pollo pueden apor-
tar luz para la resolucidén de los problemas que se presentan
en otros animales, entre ellos el hombre, en su periodo peri-
natal.

Por otra parte, el desarrollo embrionario de las
aves reviste unas caracteristicas especiales que hace de ellas
un material excelente para el estudio de los cambios bio-
quimicos que se presentan en el desarrollo de los animales
superiores. Entre ellos hemos de destacar la gran similitud
enzimdtica entre aves y mamiferos, con sdélo ligeras variacio-
nes en la regulacién hormonal. Asimismo es importante desta-
car que el desarrollo del embridén de pollo es facilmente con-
trolable en el laboratorio, con perfecta autonomia e indepen-
dencia de la madre y de otros factores ambientales, por lo que
ha sido considerado en términos fisioldgicos como un embarazo
estudiado "in vitro".

Los conocimientos que actualmente se tienen sobre
la biosintesis del colesterol en esta estapa son aun muy con-
fusos. Hay algunos trabajos que indican que el colesterol de
los mamiferos en gestacidén es transferido al feto. En aves,
parece ser que la mayor parte del colesterol de la yema del
huevo procede de la sangre de la gallina ponedora, pero no
se sabe con seguridad si el colesterol de los tejidos del
embridén y del pollo recién nacido ha sido transferido desde
la yema o ha sido sintetizado en los tejidos del polluelo o

en las membranas embrionarias.

Asimismo, los datos sobre el contenido y evolu-
cidon de los esteroles totales en embridn son también confusos

y hasta contradictorios. Por todo ello se ha creido de interés
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estudiar con detalle el contenido en colesterol total, libre
y esterificado en distintos d6rganos del embrién de pollo y sus
variaciones a lo largo del desarrollo embrionario, como fase
previa a la investigacién sobre los niveles de las activida-
des enzimdticas responsables de la utilizacién metabélica de
los dos principales precursores de la colesterogenesis: dcido

mevalonico y acetato.

En efecto, de acuerdo con las dos grandes etapas
metabdélicas en que se suele considerar dividida la biosintesis
del colesterol, hemos estudiado, por una parte, la evolucién
de las enzimas implicadas en la fosforilacién y descarboxila-
cién del 4cido mevaldnico, reacciones a las que recientemente
se estd considerando cruciales en la regulacién de la coles-
terogénesis, y por otra, los cambios en la actividad HMG-CoA
reductasa, enzima que ha sido considerada hasta ahora como
fundamental en la biosintesis del colesterol, especialmente
en higado de individuos adultos. Paralelamente a esto, se ha
llevado a cabo el estudio de la incorporacidén de los dos precur
sores mencionados a los distintos lipidos insaponificables y su
evolucidén a lo largo del desarrollo embrionario. Asimismo, el
descubrimiento de que el dcido mevaldnico puede ser utilizado
para la sintesis de compuestos no esteroidicos por diferentes
tejidos de rata recién nacida mediante un proceso conocido ya
con el nombre de '"shunt del MVA", pone de manifiesto la exis-
tencia de una clara interdependencia entre cerebro, higado, in
testino y rifién, érganos en los que hemos estudiado todo el
proceso anteriormente mencionado en el intento de contribuir
a un mejor conocimiento del papel que tienen en la colestero-
génesis y en otras vias metabdlicas relacionadas durante la
embriogénesis y, en ultimo extremo, a la interpretacién de fe-
némenos que inciden en el recién nacido y que pueden dar lugar

a situaciones patoldgicas no recuperables.
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1. A.- METABOLISMO DEL COLESTEROL

Gran parte de las investigaciones de los dGltimos
afios se han enfocado hacia el éstudio del metabolismo del co-
lesterol, debido a la gran importancia que este compuesto tie-
ne en la constitucién y mantenimiento de las distintas membra
nas celulares. Es también precursor de dcidos biliares y hor-
monas esteroidicas, habiendosele relacionado, de igual modo, en
los dltimos afios, con diversas alteraciones patolégicas como 1la
aterosclerosis,

El colesterol en el organismo se encuentra en equi-
librio dindmico, de tal forma que la suma de las velocidades de
entrada debe ser igual a la suma de las velocidades de salida
para dicho componente. Este equilibrio se podria representar, de
forma simplificada, como aparece en el esquema nQ 1,

Absorcidn

SIS : Sintesis Gldndulas

Esquema no 1
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1. A. 1.- "TURNOVER" DEL COLESTEROL

El plasma constituye el compartimento central de
un sistema dindmico que posee exclusivamente dos entradas: la
absorcién de colesterol procedente de fuentes dietarias y la

sintesis endégena de colesterol.

En el compartimento plasmdtico el colesterol se
halla formando parte de las lipoproteinas plasmdticas siendo
transportado, de esta forma, tanto en estado libre como este-
rificado con dcidos grasos.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son res-

ponsables principalmente del transporte de colesterol libre (2).
Estas lipoproteinas son sintetizadas fundamentalmente en higa-
do e intestino (3, 4) y proporcionan colesterol esterificado a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) Yy lipoproteinas de muy ba-
ja densidad (VLDL), por medio de la actuacién de la lecitin-coles
terol-aciltransferasa (LCAT) que parece actuar fundamentalmente
en plasma manteniendo una elevada concentracién de colesterol es
terificado en éste (5, 6).

E1 "turnover" de colesterol del plasma es asegurado
por dos tipos de procesos:

El primero es el cambio del colesterol libre entre
el plasma y todos los érganos. Por este proceso s6lo el coles-
terol libre es intercambiado, permaneciendo los otros componen-
tes de las lipoproteinas en el plasma. Este proceso es muy len

to en el higado y se da fundamentalmente en los eritrocitos
(7,8,9).

El segundo proceso corresponde a una desaparicién
"particulada" de colesterol y en él intervienen todas las cla-
ses de lipoproteinas (2Z, 10, 11). En contraste con el proceso
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anterior todos los componentes de las lipoproteinas (coleste-
rol libre y esterificado en particular) son formados simulté-
neamente por los 6rganos. Es el tnico proceso por el que el
colesterol esterificado es eliminado del plasma,puesto que en
éste no existe colesterol ester hidrolasa. Se da de forma pre-
dominante en higado. Se ha propuesto que las lipoproteinas po-
drian entrar en las células por un proceso de pinocitosis (3).

En términos de sistema, el colesterol posee tres
posibles vias de salida desde el compartimento central:

1.- E1 colesterol es transferido al higado en don-
de se transforma en dcidos biliares.

2.- Una segunda via de eliminacién de colesterol
requiere la mediacién del tubo digestivo y finaliza en la eli-
minacién fecal de colesterol.

3.- Una tercera ruta corresponde a la transforma-
cién hormonal en varias gldndulas y la consiguiente eliminacién
en orina.

A pesar de que la absorcidén de colesterol exdgeno
se realiza de forma limitada, la concentracién de colesterol en
plasma es,entre otros factores, dependiente del tipo de dieta.

Tanto en primates (12) como en pollos (13) se ha
determinado un aumento en la concentracién plasmdtica de coles-
terol como resultado de la administracidén de una dieta con un
elevado contenido en colesterol. Este aumento en la concentra-
cién de colesterol en plasma fue acompafiado por un aumento en
el colesterol total de la aorta debido exclusivamente al incre-
mento de los ésteres de colesterol (13).

En rata, sin embargo, Uchida y col (i4) no detecta-
ron cambios en la concentracién de lipidos en plasma, aunque si
un aumento en las pre-ﬁ ~-lipoproteinas y una disminucién en las
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a -lipoproteinas acompafiado por un aumento en la secrecidn
biliar y excrecién biliar de dcidos biliares totales pero no
de colesterol.

En el caso de una dieta rica en fibras (alfalfa
por ejemplo) se ha observado una reduccién en el nivel de co-
lesterol del suero (15). Se ha postulado (16) que este efec-
to puede ser debido a la formacién de complejos colesterol-
saponinas en el tracto intestinal que previenen la absorcidn

de colesterol, tanto exdgeno como endégeno.

Gran namero de estudios en los udltimos afios han
mostrado una variacién del metabolismo del colesterol en rela-
cién con 1la edad; Asi, tanto en rata (17, 18) como en hombre
(19, 20), se ha demostrado un incrementoen la concentracién

plasmidtica de colesterol con la edad del animal.

En relacidén con los cambios en el metabolismo del
colesterol en animales con el envejecimiento, se han citado
diversos fenémenos tales como una disminucidén en la sintesis
de colesterol (21, 22), disminucién en la excrecién biliar y
fecal de dcidos biliares (18, 23), asi como una disminucién en
la absorcidén de colesterol (21).

Al aumentar la edad, por lo tanto, los animales

son cada vez menos capaces de metabolizar los lipidos; sinte-
tizan menos, pero también degradan y excretan menos. El resul-
tado es la acumulacién neta de lipidos en tejidos y sangre (24).
Crouse y col (25) han citado un incremento en el contenido en
colesterol en distintos tejidos del hombre con la edad, aumen-
tando fundamentalmente a costa del colesterol esterificado.
Puesto que el nivel de colesterol esterificado de una célula
depende de la hidrélisis previa, se ha propuesto que la acti-
vidad colesterol ester hidrolasa disminuye con la edad (26).
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1.A.1.1.- Particularidades del periodo embrionario

Durante el periodo embrionario el ave se halla lo-
calizada dentro de un sistema cerrado y depende de la utiliza-
cién de las sustancias almacenadas, de origen materno, para su
desarrollo. El nivel de colesterol de la yema, aunque bastante
constante, es afectado por la edad de la gallina (27), asi co-

mo por el genotipo de é€sta (27, 28) entre otros factores.

La utilizacién de nutrientes de la yema comienza a
partir del segundo dia de incubacién. La yema es objeto de di-
gestidn extracelular ya que el endodermo del saco vitelino se-
grega enzimas y absorbe los productos de la digestidén siendo
transportados al embridén via circulacién vitelina (29).

El mecanismo de la absorcidén de lipidos es muy poco
conocido. El nivel de 1lipidos transportados desde la yema al
embridén es bajo en la primera semana de desarrollo (30) pero se
acelera enormemente, llegando a alcanzar en la Ultima semana de

incubacién hasta un gramo por dia (31).

Puesto que no existe sistema linfdtico se podria
esperar que la absorcién fuese precedida de digestidén. Sin em-
bargo monoglicéridos, diglicéridos, dcidos grasos libres y 1i-
sofosfdtidos se hallan en la yema sélo en niveles traza y su
concentracidén no aumenta durante la incubacidén (32). Esto su-
giere que, o los lipidos no son hidrolizados antes de su absor-
cién o que los productos de la hidrélisis son rdpida y comple-
tamente absorbidos por el endodermo del saco vitelino y usados

alli para la sintesis de nuevos lipidos.



~-32-

La absorcién de lipidos se realiza, por lo tanto,
con un variable nivel de modificacién de las moléculas nati-
vas. El embrién de pollo sintetiza muchos nuevos fosfolipidos
posiblemente mediante rotura Yy resintesis de los fosfolipidos
absorbidos. Por ello,la composicién en dcidos grasos de 1los
distintos fosfolipidos del embrién difiere marcadamente de
la correspondiente composicién en dcidos grasos de los mismos

fosfolipidos de la yema.

Mientras la toma de triglicéridos y fosfolipidos
se realiza en niveles similares durante la incubacién (30),
la proporcién de colesterol esterificado a libre se incremen-
ta progresivamente en la yema desde el noveno dia de incuba-
cién (32, 33). Parece probable que esta esterificacidén tenga
lugar en la membrana, puesto que la proporcién esterificado/
libre es atln mayor en ésta, y que una proporcién elevada del
colesterol esterificado sea transportado al embridn (34).
Aproximadamente todo este colesterol es colesterol oleato y el
dcido oleico posiblemente procede de la fosfatidil colina.

que se halla en una concentracidén elevada en la yema.

El propésito de la esterificacidn del colesterol
no esti totalmente claro, pero la alta proporcidén de ester de
colesterol en los lipidos de quilomicrones Yy lipoproteinas en
el plasma embrionario (35) sugiere que los ésteres de coles-
terol pueden jugar un importante papel en la formacién de al-
gin complejo lipoproteico siendo transportado de esta forma
desde la membrana vitelina hasta el embridn.

En la rata y otros mamiferos, durante la etapa em-
brionaria el colesterol fluye a través de la placenta en direc-
cién de la madre al feto principalmente (36) aunque esta trans-
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ferencia parece realizarse en muy baja tasa (37), de tal for-
ma que, en rata, se ha determinado que s6lo un 10-15% del co-
lesterol del feto a término procede de la madre (36).

1. A. 2.- PAPEL DEL INTESTINO EN EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

El colesterol supone la mayor parte (80-85%)de los
esteroles presentes en el intestino de rata estando el resto
constituido por alguno de sus precursores biosintéticos (38,
39). La mayor parte de este colesterol se halla en forma libre
(40) . Su concentracidén parece variar muy poco a lo largo de
las distintas porciones del intestino (41, 42), aunque puede
ser alterada por distintos tipos de dietas (42). Asi la dieta su-
plementada con colesterol y sebo incrementa los niveles de co-
lesterol intestinal en cabra (41) aunque en pollo (43) no se
ha detectado variacidn por efecto de la alimentacién de coles-
terol, colestiramina o dcido taurocélico. Por otra parte, inhi-
bidores de la sintesis de colesterol, como el 7-cetocolesterol
y 25-hidroxicolesterol, reducen la concentracién de colesterol
en la mucosa intestinal disminuyendo la proporcién molar coles-
terol/fésforo lipidico (40).

1. A. 2. 1.- Absorcién

La absorcidén de colesterol tiene lugar a nivel del
intestino y constituye uno de los mecanismos que contribuyen a

la tasa de colesterol del organismo.

En el lumen intestinal existe una mezcla de coles-
terol libre y esterificado de origen tanto exdgeno como enddge-
no, resultado este dltimo fundamentalmente de la secrecidén bi-
liar y otras secreciones intestinales asi como de la descamacién
de células epiteliales de la mucosa intestinal (44). Sklan y col

(45), usando 91YCl3 como sustancia de referencia, no absorbible,
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demuestran una diferencia en la tasa de absorcién entre el co-

lesterol endégeno y exdgeno.

Igualmente se ha demostrado en rata (46) que se
absorbe una fraccién mayor del colesterol enddgeno, quizds debi
do a una incompleta mezcla en el lumen intestinal del coleste-
rol procedente de ambas fuentes. Puesto que el colesterol en-
dégeno existente en el lumen intestinal procede fundamental-
mente de secrecién biliar -en donde se halla en estado micelar-
es 16gico que la absorcidén del colesterol endégeno sea mayor
que la del exdgeno ya que é€ste deberia ingresar en las micelas

antes de ser absorbido.

La absorcidén de colesterol se realiza fundamental-
mente a nivel del yeyuno y parte del duodeno (47), aunque va-
riaciones en la dieta pueden desplazar la zona de mdxima absor
cién. Asi, con una dieta de colesterol al 0.5% la zona de mayor

absorcidén resulta ser la mas distal del yeyuno (48).

La absorcién del colesterol exdgeno se realiza de
forma limitada. Asi, aun cuando se incremente mucho la cantidad
de colesterol de la dieta, sélo se absorbe parte de éste siendo
el resto eliminado (49, 50). Por ello el nivel de colesterol en
suero es mas estrechamente dependiente de sintesis enddgena que
de absorcién intestinal. De hecho un 75% del colesterol del plas

ma es de origen endégeno en el hombre (49).

Los mecanismos reguladores de este complejo proceso
de absorcién no son adn bien conocidos. Numerosos factores han
sido citados en los dltimos afios como elementos moduladores de
dicha absorcién. Entre estos factores, el tipo de dieta ingerida
ha sido objeto de gran atencién comprobdndose que un aumento
en el nivel de colesterol de la dieta disminuye el porcentaje
de absorcidén (50).
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Los fitosteroles (esteroles no digeribles) tienen
un efecto semejante, disminuyendo la absorcién intestinal de
colesterol exdégeno y no afectando a la del endégeno, siendo
€sto probablemente debido a una interferencia en la solubili-
zacién micelar del colesterol exégeno. Igualmente diveras sus-
tancias como colestiramina, pectina o celulosa producen una re-
duccidén significativa de la absorcidn linfdtica de colesterol
y triglicéridos en rata (51), probablemente a causa en una in-
terferencia en el proceso de difusién de fase de los lipidos o
a mecanismos que implicarian unién a sales biliares intralumi-
nales.

con un elevado nivel de grasas en la dieta, se in-
crementa, por el contrario, la absorcidén intestinal de coleste-
rol (52). Los dcidos biliares, afiadidos a la dieta tienen un
efecto similar potenciando 1la absorcidén de colesterol (53),
aunque el mecanismo por el que las distintas sustancias serian
capaces de modificar el proceso de absorcidén resulta complejo,
observdndose el efecto contrario cuando se incrementa el nivel
en la dieta de dcido taurocélico. El dcido quenodeoxicélico,
eén contraste con el dcido célico, reduce 1la saturacioén de co-
lesterol de la bilis (54) aunque esta disminucién en la con-
centracidén biliar de colesterol no parece debida a una dismi-
nucién de su absorcidén intestinal. También la edad y el sexo
se han citado como factores que pueden alterar los niveles de
absorcidn de colesterol (55).

Aunque el proceso de digestidn es similar en aves
y mamiferos (56) la absorcién y el transporte difieren en am-
bos grupos de animales ya que en pollos los lipidos se absor-
ven a través del sistema porta-sanguineo como lipoproteinas
de muy baja densidad al no presentar las vellosidades intesti-
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nales un vaso 1infdatico central como existe en mamiferos. En
éstos, sin embargo, los lipidos pasan a 1a linfa como quilo--

micrones (57).

1. A. 2. 2.- Excrecién y secrecion

El mecanismo por el que el colesterol enddgeno
(excretado y secretado) ingresa al lumen intestinal no esta
claro. Se ha sugerido que 1a bilis y las células epiteliales
descamadas son las dos dnicas fuentes de colesterol intesti-

nal especialmente en el caso del hombre (58).

Sin embargo tras la administracién de acetato mar-
cado el colesterol sintetizado aparece muy rdpidamente en el
lumen (59, 60). Esto dificilmente podria ser explicado por la
descamacidén epitelial; por ello es probable que la secrecion y

excrecién de colesterol por las células de la mucosa intesti-

nal tenga cierta importancia.

Puesto que la mayor parte del colesterol biliar
(60-80%) es reabsorbido, es 16gico asumir que la bilis no debe
suponer mids de 1/3 de la excrecidn fecal de colesterol (46, 61).
Esto estd apdyado por el hecho de que en ratas alimentadas con
colestiramina (2%) o de dieta de colesterol (2%) la excrecién
fecal de colesterol es tres O cuatro veces mayor que la de con
troles, pero la excrecién de colesterol en bilis sufre s6lo un

pequefio aumento O bien no cambia (62, 63).

Tras la administracidn subcutdnea o parenteral de
colesterol marcado, la radiactividad se localiza rdpidamente
en el lumen intestinal, aun cuando la bilis es desviada y reem

plazada por bilis no marcada de ratas donadoras (64, 65).

Puesto que 1la proporcion colesterol excretado / co-

lesterol secretado en el lumen intestinal es la misma desde el
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duodeno al ileon (66) es légico que no sea sélo una porcidn

del intestino la responsable de excretar o secretar colesterol,
aunque no estd claro si el intercambio entre las células intes
tinales y plasma y entre lumen y células intestinales ocurre

en todas las células de las vellosidades o bien sélo en la par-
te responsable de la absorcién de colesterol (53).

Realmente el colesterol no es eliminado en heces
totalmente como tal sino que parte de éste puede sufrir modi-
ficaciones bacterianas en el ciego y colon. Asi, una parte del
colesterol es convertida en coprosterol por reduccién del doble
enlace en el carbono 5 (38, 67). En la rata, la excrecién fecal
de colesterol es relativamente baja comparada con la de dcidos
biliares, pero en el hombre la eliminacién en forma de estero-
les fecales neutros es igual o mayor que la de dcidos biliares
(68).

1. A. 2. 3. - Sintesis

Aunque es conocido desde 1950 que el intestino sin-
tetiza colesterol su contribucién relativa a la secrecidén in-
‘terna es aun cuestionable (68, 69). Usualmente se ha considera-
do al higado como responsable de la sintesis de la mayor parte
del colesterol del organismo, pero estudios recientes no estan
de acuerdo con tal punto de vista, Tanto en rata (70) como en
mono (71) se ha demostrado que, en condiciones de alimentacidn
con un bajo contenido en colesterol, la mayor tasa de sintesié
ocurre en dos 6rganos: higado e intestino, aunque en este Ulti-

mo en menor tasa.

La actividad de sintesis de esteroles es relativa-
mente baja en yeyuno proximal y permanece constante o disminu-
ye un poco en la porcidén media del intestino delgado. En el
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ileon proximal la actividad sintética aumenta Yy las tasas de
incorporacién de acetato a esteroles alcanzan valores mdximos
en el intestino delgado distal (70, 71). También en pollo,
Sklan y Budowski (43) determinan que la capacidad del ileon
para la sintesis de colesterol es exclusivamente 1/3 de la del
higado aunque el doble de la del yeyuno.

Dietschy y Siperstein (72) han mostrado que la in-
corporacién de acetato marcado a colesterol en cortes de intes
tino ocurre predominantemente en las células de las criptas de
Lieberkhiin , aunque en contraste, Mak y Trier (73) encuentran
mis incorporacién a colesterol marcado desde MVA en el borde
de los enterocitos de la parte superior de las vellosidades
que en las células de las criptas del saco ileal. Se ha pro-
puesto que este alto nivel de radiactividad podria ser debido
al colesterol marcado, sintetizado previamente por las células
de las criptas y reabsorbido posteriormente en la zona apical
de las vellosidades.

Tanto con las técnicas "in vitro" como "in vivo"
es aparente que la contribucién relativa de todos los tejidos
a la tasa total de colesterol varia apreciablemente dependien-
do de la especie estudiada. Taylor y col (74) han hallado, en
el caso del hombre, tasas comparables de incorporacién de ace-
tato a colesterol en cortes de higado e intestino. Esto estd
en contraposicién con los resultados de Krumdieck y Ho (75)

y Angel y Bray (76) que determinan que, en este origen, es el

higado el 6rgano preponderante en cuanto a colesterogénesis.

En rata Dietschy y Siperstein (70) concluyen que
la tasa de incorporacién de acetato a esteroles es mucho mayor
en el higado que en la zona mids activa del intestino. Sin em-
bargo estudios mds recientes han demostrado que el intestino
es el principal érgano implicado en la sintesis de colesterol
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(77, 78). Segun Chevallier y col el intestino es la fuente
del 65% del colesterol sintetizado por dia en 1la rata (77) y
el higado no contribuye a mds de un 13% del total (78).

En cerdo , usando acetato como precursor se ha
demostrado que higado e intestino delgado son lugares importan
tes de sintesis de colesterol (79). En cabra, el tejido adipo-
so y el intestino son los d6rganos que exhiben mayor tasa de
sintesis de colesterol mientras que el higado posee una tasa
aun menor que cerebro (41, 80).

Los distintos estudios indican en conjunto que exis
ten marcadas variaciones en las tasas relativas de sintesis en
las condiciones "in vitro'". En todos los animales el higado y
el tracto gastrointestinal tienen las mayores tasas de sinte-
sis por peso de tejido (81). Pero hay limitaciones para extra-
polar estos resultados al papel de cada tejido en el balance
total de esteroles en el animal intacto.

1. A. 2. 4.- Regulacién

En cuanto a los mecanismos de regulacidén de la co-
lesterogénesis intestinal, no estan audn totalmente claros.
Dietschy (82), ha postulado que la concentracién luminal de
dcidos biliares controla la colesterogénesis en intestino del-
gado de rata, basdndose en la observacién de que la incorpora-
racién "in vitro" de acetato a colesterol en el yeyuno fue au-
mentada mucho por desvio de bilis o por ligamiento del conduc-
to biliar y fue deprimida por soluciones de bilis o dcidos bi-

liares puros.

En rata no se ha demostrado inhibicién "feed-
back'" por colesterol aunque si en intestino de cobayas (77,

78), aunque es de hacer constar que ésta es la Unica especie
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estudiada que ha demostrado poseer un activo sistema de con-
trol "feed-back'" en todos los tejidos estudiados.

En pollo, sélo se ha detectado inhibicién de 1la
colesterogénesis intestinal por colesterol exégeno mediante
técnicas “in vitro" y exclusivamente a nivel del ileon (43).
El 4cido taurocélico anadido a la dieta mostrdé "in vivo' ca-
pacidad para reducir la colesterogénesis intestinal.

En primates se ha determinado, asimismo , un mo-
derado efecto inhibidor del colesterol en la colesterogénesis
intestinal (79). En cabra, la alimentacidén de colesterol y se-
bo reduce marcadamente la colesterogénesis en todas las regio-
nes del intestino delgado (41). Bochenek y Rodgers (86) obser-
van en rata inhibicién de enzimas implicados en la colestero-
génesis y concluyen que el colesterol de la dieta tiene un efec

to negativo en la sintesis intestinal de colesterol.

En ratén, aunque no se ha demostrado inhibicién
de la sintesis de colesterol intestinal por alimentacidn de
colesterol, andlogos de éste (7-ceto colesterol y 25 hidroxi-
colesterol) deprimen su sintesis (40) probablemente debido a
la accién de estos inhibidores sobre las células de las crip-

tas intestinales que estdn expuestas al contenido del lumen.

En rata, Sugano y col (42) observan modulaciones
en la distribucién de la esteroidogénesis por efecto de distin

tos tipos dddietas.

Finalmente también se ha observado que el ayuno
inhibe la sintesis de colesterol en rata (87) y cobaya (83)
aunque la colestiramina ha demostrado ser inefectiva en este

dltimo caso.
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1. A. 3.- PAPEL DEL CEREBRO EN EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

De los esteroles presentes en el sistema nervioso
de un animal adulto, el colesterol es el mds importante cuan-
titativamente alcanzando concentraciones excepcionalmente al-
tas pudiendo llegar a constituir hasta un 10% de su peso seco
en contraste con otros érganos donde representa menos del 1%
(88). La acumulacién de .colesterol en cerebro estd asociada
con la formacién de las vainas de mielina en las que se encuen
tra en concentracidén particularmente alta, representando 2/5
de los lipidos totales existentes en la mielina (89).

En el cerebro maduro, al contrario del cerebro en
desarrollo se ha indicado un bajo indice de recambio para el
colesterol (88), pero estudios recientes (90) han demostrado,
mediante tratamiento a ratas jovenes y adultas con un inhibi-
dor de la biosintesis de colesterol, que, en ambos casos, par-
te de é1 puede ser sustituido en la mielina por otros estero-
les, entre ellos el 7-dehidrocolesterol, indicando la existen-
cia de un constante intercambio del colesterol de la mielina
con el existente en otros compartimentos del sistema nervioso
central.

1. A. 3. 1. - Esteroles en el cerebro en desarrollo

En contraposicidén con el cerebro en desarrollo, el
cerebro del animal adulto posee una baja tasa de sintesis (70,
71). Durante el desarrollo, el tejido cerebral sintetiza acti-
vamente colesterol para atender a las necesidades que de este
componente precisa la constitucidén y mantenimiento de las vai-
nas de mielina (91). Esta activa sintesis ''de novo" se refleja
en un aumento en los niveles de colesterol como el detectado
por Mandel y Bieth (92) en cerebro de rata desde el recién na-
cido al adulto.
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Es por tanto 16gico que se detecten precursores
del colesterol en mayores niveles en el tejido cerebral inma-
duro que en el cerebro de animales adultos. Asi durante el de-
sarrollo del cerebro de embrién de pollo (93), rata (94, 95)
y hombre (95) este tejido contiene desmosterol (un precursor
del colesterol) en niveles considerables.

La proporcién desmosterol / colesterol disminuye
regularmente en correlacidén con la maduracidn cerebral, par-
ticularmente con la deposicién de mielina, como se ha demostra
do en distintas especies animales (96), siendo el desmosterol
prdcticamente indetectable en el cerebro del animal adulto. El
descenso en la concentracién de desmosterol estd relacionado
con el aumento en la actividad desmosterol reductasa detecta-
do al comienzo de la mielinizacién (97), aunque la razén de 1la

acumulacién de desmosterol en tejidos inmaduros es auin incierta.

Un nidmero considerable de esteroles se ha detecta-
do, asimismo , tanto en cerebro adulto como en el tejido cere-
bral de animales en desarrollo, aunque en éstos los niveles son

siempre mayores (98).

El colesterol estd presente en el cerebro maduro
casi exclusivamente en forma libre (99, 100), sin embargo en
el cerebro del animal en desarrollo se halla una pequefia pro-
porcién de éste en forma esterificada. Se ha detectado éste-
res de colesterol en médula espinal de embrién de pollo y en
cerebro de feto humano (101), asi como en cerebro de nifios
recién nacidos (102) yen ratas durante el periodo de mielini-
zacidén (103).

Estos hechos junto con la demostracién histoqui-
mica de la presencia de ésteres de colesterol en la mielina
durante el desarrollo del cerebro (99, 101) dan pie a la idea
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de que el colesterol esterificado es precursor del libre en

la mielina. No se sabe exactamente la funcién de este aumento
en la concentracién de colesterol esterificado antes de la mie-
linizacién y Ramsey (104) ha apuntado la idea de que constitui-
rian un almacenamiento de 4cidos grasos para otros procesos
biosintéticos.

El hecho de que la concentracién de colesterol es-
terificado sea bastante pequefia mientras que grandes niveles
de colesterol son incluidos en la vaina de mielina (105) sélo
seria compatible con un papel importante para los ésteres de
colesterol como precursores, si estos ésteres se renovasen con
una tasa muy rdpida. En efecto, se ha podido demostrar por di-
versos autores (106, 107, 108) la existencia en cerebro de ra-
ta de una enzima con actividad esterificante y que sufre varia
ciones en su actividad a lo largo del desarrollo (106). Asi-
mismo, se ha detectado en cerebro de rata actividad hidroliti-
ca sobre los ésteres de colesterol (106, 107, 109). Esta acti-
vidad sufre un brusco aumento entre la primera y cuarta sema-
na de edad en la rata, periodo que coincide con la etapa de

mielinizacidén activa en cerebro de rata (109).

Todos estos hechos tienden a confirmar la idea
apuntada por Volpe y col (110) de que el desmosterol y el co-
lesterol esterificado juegan un papel importante en la regu-
lacién de la biosintesis de colesterol durante el desarrollo,
diferenciacién y mielinizacidn en el sistema nervioso. Ambos
esteroles se hallan también presentes en tumores cerebrales
en niveles apreciables (111) probablemente debido a la existen
cia de una importante sintesis de esteroles en tejidos tumora-
les como lo sugiere la activa incorporacidén de precursores mar-

cados a colesterol en tumores cerebrales (112).
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1. A. 3. 2.- Sintesis

Mediante experiencias tanto "in vivo'" como "in
vitro"se ha demostrado que son las células gliales las res-
ponsables de 1la sintesis de esteroles en cerebro (113), sien-
do, al igual que en otros tejidos, en 1la fraccién.microsomal
y la soluble donde se realiza esta sintesis (103). La fraccidn
microsomal es la responsable primariamente de la conversidn de
escualeno a colesterol (114).

Existen evidencias de un metabolismo diferencial
del colesterol en cerebro y otros tejidos en relacidén con la
edad. Waelsch y col (115, 116) inyectando agua pesada a ratas
adultas detectaron sélo trazas de deuterio en 1los lipidos in-
saponificables de cerebro mientras cantidades apreciables del
isdtopo se incorporaron a la fraccién no saponificable de higa
do e intestino. Cuando el agua pesada se administraba a ratas
recién nacidas se observé una rdpida incorporacién a lipidos
insaponificables en una medida inversamente relacionada con
la edad. A pesar de la dificultad de detectar biosintesis en
el cerebro adulto se sabe que éste contiene el complemento
enzimidtico necesario para la sintesis de ésteroles y es seme-
jante al del higado (114).

Usando 14C-acetato como precursor, Hellstrom (117)
no pudo detectar incorporacién a colesterol en cortes de cere-
bro de rata adulta. En neonatos sin embargo la incorporacién
desde este sustrato a esteroles excede incluso a los valores
encontrados para el higado (69). Estos datos estdn de acuerdo
con los resultados de Kandutsch y Saucier (118) que detectan
gran incorporacién desde acetato y MVA marcados radiactivamente
a esteroles en ratas recién nacidas. La tasa de incorporacidn

aumentd desde el nacimiento hasta los 11 dias de edad para de-
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clinar posteriormente hasta alcanzar el nivel adulto. En po-
1lo recién nacido, sin embargo no se detecté incorporacién
importante de 2-14C-MVA a esteroles (100) aunque se ha de
hacer constar que el pollo nace virtualmente mielinizado y
su cerebro presenta, por lo tanto, las caracteristicas de un
estado adulto en este aspecto.

La velocidad de incorporacién "in vivo" de dis-
tintos precursores depende de numerosos factores, entre ellos
de su ruta de administracién. Asi Ramsey y col (103) concluyen,
comparando distintos métodos de administracidn que sé6lo la ad-
ministracién del precursor mediante inyeccidén intracerebral
puede indicar 1la verdadera capacidad del cerebro para sinteti-
zar colesterol ya que de esta forma aumenta el nivel de precur-
sor disponible para biosintesis en cerebro y se elimina la di-
ficultad de éste para atravesar la barrera hematoencefdlica.

1. A. 3. 3. - Utilizacién de cuerpos cetdnicos

Edmond (119), comparando la actuacién de [}—hidro—
xibutirato (BHB), acetoacetato, acetato y MVA, marcados radiac-
tivamente, como precursores de lipidos en el sistema nervioso
central, mostré la utilizacién preferencial de los cuerpos cé-
tonicos sobre los otros sustratos para la sintesis de lipidos
en etapas iniciales del desarrollo de rata.

Asimismo mediante estudios "in vivo" (120, 121,
122) se ha demostrado el empleo preferente en el cerebro (so-
bre el higado o rifién) de cuerpos ceténicos y glucosa para la
sintesis de 4cidos grasos y esteroles en rata, siendo su incor
poracién en aquel Srgano mucho mayor desde cuerpos ceténicos
que desde glucosa y auln mds desde [}hidroxibutirato que desde

acetoacetato.
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- Mediante estudios "in vitro" con cortes (123) y
homogenados (124) de cerebro de rata se ha demostrado, igual-
mente, que los cuerpos cetdénicos son mejores precursores que
la glucosa para la sintesis de lipidos, incrementidndose la ta-
sa de sintesis apartir de cuerpos ceténicos durante la prime-
ra semana de vida postnatal y disminuyendo posteriormente.
Esta elevada tasa de sintesis fue acompafiada por un aumento
en las actividades de 1las enzimas implicadas en la utilizacidn

de cuerpos ceténicos en cerebro (124).

También mediante experiencias '"in vivo'" se ha mos-
trado un patrén de utilizacidén de cuerpos ceténicos que varia
con la edad. Asi, se ha observado a lo largo del desarrollo un
incremento en el marcado de los esteroles cerebrales en rata,
incremento que fue mdximo entre los 6 y 18 dias posteriores
al nacimiento para descender después hasta alcanzar los niveles
adultos (122, 125).

Se ha demostrado que las enzimas necesarias para
1a utilizacién de acetoacetato son activas en cerebro neonatal
de ratas. Buckley y Williamson (126)detectaron la existencia
de una acetoacetil-CoA sintetasa en cerebro de ratas jdévenses y
adultas, siendo la actividad tres o cuatro veces mayor al naci-
miento que en etapas posteriores. Esta actividad disminuye len-
tamente durante el periodo de desarrollo hasta el nivel adulto.
También se ha demostrado en cultivo de oligodentrocitos (127)
y en homogenados de cerebro de rata (124)importantes activida-

des acetoacetil CoA sintetasa y acetoacetil coenzima A tiolasa.

Tradicionalmente se ha supuesto que la mayor ruta
de utilizacién de cuerpos cétonicos estd localizada en la mi-
tocondria y sirve principalmente para abastecer los requerimien
tos de energia por parte de cerebro cuando el nivel de glucosa
es bajo.
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Recientemente se ha postulado la existencia de una
ruta extramitocondrial por diversos autores (127, 128). Esta
ruta implicaria la actuacién de la acetoacetil CoA tiolasa y
acetoacetil CoA sintetasa. Ambas rutas aparecen indicadas en
el esquema n2 2 (128).

SANGRE ' CITOPLASMA MITOCONDRIA
BHB —>»—BHB
3
4 ‘acetoacetato— —»-acetoacetato _ acetoacetato
1 1
acetoacetil-CoA . acetoacetil-CoA
s R 2
SRR T 2
;% acetil-CoA acetil-CoA
) | 4
cCitrato-eg—citrato OAA
C02+ HZO
sintesis de lipidos

T.- Acetoacetil-CoA sintetasa
2.- Acetoacetil-CoA tiolasa
3.7JBHB deshidrogenasa:

Esquema n?9 2
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Existe evidencia de que esta ruta es operativa en citoplasma
de cerebro de ratas lactantes, ya que el (-)-hidroxicitrato
(inhibidor de la ATPcitrato liasa) o inhibidores de transporte
mitocondrial de citrato disminuyen la incorporacidén a lipidos

desde 14Cnglucosa o BHB pero no de acetato o acetoacetato (129).

Tambien Webber y Edmond (125) han postulado una ru-
ta citoplasmidtica alternativa que supondria la incorporacién
directa de acetoacetil CoA a HMG-CoA mediante la HMG-CoA sinta-
sa citoplasmitica que seria usada para la sintesis de esteroles
sin conversién previa a acetil-CoA. La HMG-CoA sintasa existe
en citoplasma y mitocondria y se ha observado un patrén de de-
sarrollo, siendo la actividad citoplasmdtica mucho mayor en la

lactancia que tras el destete (130).

Algunos autores han indicado que las actividades
de las enzimas implicadas en la utilizacién de cuerpos cetdéni-
cos -BHB deshidrogenasa, acetoacetil-CoA sintetasa y acetoace-
til-CoA tiolasa- son mayores en el cerebro de rata durante el
periodo de lactancia que en el cerebro adulto (131, 132). Légi-
camente estas altas actividades deben indicar una mayor capaci-
dad para la utilizacidén de cuerpos ceténicos y deben ir acompa-
fiadas de un aumento en el nivel de éstos en sangre. Efectivamen
te la concentracién de dcidos grasos libres y de cuerpos cetoé-
nicos en sangre de rata permanece alta a través del periodo de
lactancia (132) como resultado del alto contenido lipidico de
la leche materna.

Otro factor que favorece la idea de que los cuer-
pos cetdnicos son sustrato importante durante el desarrollo
del cerebro es el hecho de que las actividades de las enzimas
implicadas en la utilizacién de cuerpos ceténicos muestran un

patrén de actuacién diferente en cerebro a los de rifién y cora-
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z6n (132). Estos dos tejidos, que tienen las mayores activida-
des enzimdticas por peso en el adulto, presentan sin embargo
actividades muy bajas en el nacimiento, actividades que aumen-
tan a través del periodo de lactancia hasta alcanzar valores
mdximos tras el destete. Como el cerebro representa una mayor
proporcién del peso del cuerpo en el periodo de lactancia que
el rifién o corazén, el resultado neto de las diferencias en los
patrones de actividad en los tres 6rganos es que el cerebro es
el principal tejido en la utilizacién de cuerpos cetdnicos du-
rante el periodo de lactancia, siendo usados no sélo como fuen
te de energia sino también de carbono para la sintesis de lipi-
dos (123, 124).

En pollo, la predominancia del metabolismo lipidi-
co durante la dltima semana de incubacién estd bien estableci-
da (133). El pollo tras la eclosién se halla nutricionalmente
en un periodo de ayuno con una alta oxidacién de dcidos grasos
que inducen una excesiva toma de acetil-CoA por el higado vy,
por lo tanto, un aumento en plasma de cuerpos ceténicos. Este
metabolismo lipidico cambia a un metabolismo glucidico durante
los cinco dias siguientes a la eclosién. Esto induce en sangre
un nivel de BHB cinco veces mayor en pollos de un dia que en
pollos de cuatro o treinta dias (134).

Mediante experimentos '"'in vivo'" e "in vitro",
Nehlig y col (134) han comprobado que la toma de BHB por el
cerebro de pollo es tres o cuatro veces mayor en pollos de un
dia que en los de cuatro o treinta dias. Estos hechos indican
que los cuerpos cetdénicos juegan, como en rata, un papel im-
portante en el desarrollo del cerebro de pollo.
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1. A. 3. 4. - Regulacién

Poco es conocido sobre el mecanismo de control

que afecta a la secuencia desde acetato a escualeno en la bio-
sintesis de colesterol. Kandutsch y col (118) han indicado que
posiblemente existe una inhibicién "feed-back' en cerebro a
nivel de la HMG-CoA reductasa, enzima que regula la sintesis

de colesterol en ratones a partir de 11 dias tras el nacioneto,
pero no antes. Alternativamente, se ha sugerido para explicar
la baja sintesis de colesterol en cerebro adulto, que en este
érgano puede existir una carencia en cofactores o en proteinas

transportadoras de esteroles (104).

La sintesis de colesterol en cerebro ha mostrado
ser sensitiva al ayuno y a la malnutricién, particularmente
durante el periodo de desarrollo. La tasa de deposicién de co-
lesterol en cerebro de ratas lactantes €s reducida significa-
tivamente por la malnutricidn (135). Cortos periodos de ayuno
afectan a la incorporacidén de precursores marcados a coleste-
rol (136).

1. A. 4. - PAPEL DEL HIGADO EN EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

E1 higado es uno de los drganos en los que el me-
tabolismo del colesterol ha sido objeto de un mayor numero de

estudios.

En el animal adulto el colesterol se halla funda-
mentalmente en forma libre (137, 138) aunque los ésteres de
colesterol contituyen una parte importante del '"pool" de este-

roles.

Los niveles de colesterol hepdtico han mostrado ser
enormemente variables en distinto tipo de situaciones. Asi, se
ven afectados por stress (139), hepatectomia parcial (140),
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deficiencia de cobre en ratas (141), entre otros factores.
También el tipo de dieta es un factor que afecta en gran me-
dida al nivel de colesterol del higado. Asi, una dieta rica
en colesterol induce un aumento en los niveles hepdticos de
éste en distintas especies animales:cobaya (83), rata (142),
pollo (138) y cabra (41).

El uso de coleréticos (143) y colestiramina (144)
en rata, produce un aumento en la concentracidn de colesterol
hepdtico, aunque Turley y Dietschy (145) sélo han encontrado
variacién en los niveles de colesterol hepdtico por alimenta-
cién con colesterol y dcidos biliares asi como por infusidén de
quilomicrones y no por colestiramina o ayuno. En cobaya, igual-
mente, no se ha encontrado variacién en la concentracién de co-

lesterol ni por alimentacién con colestiramina, ni por ayuno
(83).

Los niveles de colesterol no parecen ser afectados
en rata por la edad, siendo el efecto de la dieta idéntico en
‘animales jévenes que en adultos (22). En pollos recién nacidos
se ha observado sin embargo un marcado descenso en los niveles
de colesterol hepdtico desde el nacimiento hasta los 6-7 dias
de edad a partir de donde la disminucidén es mds lenta (100).
‘Esta variacién fue debida fundamentalmente al descenso en los

niveles de colesterol esterificado.

1. A. 4. 1. - Transformacidn a dcidos biliares

La transformacién de colesterol a dcidos biliares
es un proceso importante del recambio de colesterol en el cuer-
po. Se ha establecido que el papel de los dcidos biliares con-
siste en promover el movimiento de colesterol desde el lumen

a 1a linfa intestinal (146) . Son necesarios para la emulsidn
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y digestion de los ésteres de colesterol dietario, asi como
para el movimiento de colesterol a través de las capas de agua
del intestino y movimiento de quilomicrones a la linfa intes-
tinal (147, 148). Por ello bajo circunstancias donde el nivel
de colesterol del lumen es constante, el nivel absorbido depen
de criticamente del tamafio del '"pool" funcional de 4cidos bi-

liares.

La tasa de sintesis de dcidos biliares estd estrecha-
mente relacionada con la toma de colesterol (1) y el control
de la transformacién es dependiente del transporte particulado
de lipoproteinas del plasma al higado, o sea, que desde el pun
to de vista fisioldgico el proceso que gobierna la toma de co-
lesterol desde el plasma al higado es la etapa limitante en la
transformacién de colesterol a scidos biliares. El punto de
control de la biosintesis de jcidos biliares estd ejercido a
nivel de la hidroxilacién de colesterol por la 7- a -hidroxila-
sa (149).

El colesterol ingerido en la dieta estimula la for-
macién de dcidos biliares en distintas especies (14, 43) aunque
en hombre no se ve muy afectada por grandes cantidades de coles
terol dietario.

En rata, Turley y Dietschy (145) concluyen que la
tasa de sintesis hepdtica de colesterol, el nivel de ésteres
de colesterol en higado y el nivel de colesterol absorbido en

1a dieta no determinan la tasa de sintesis biliar.

1. A. 4. 2. - Sintesis

El higado ocupa una posicién central en el meta-
bolismo del colesterol puesto que €S uno de los dérganos mas
activos en su sintesis y también en su eliminacién por con-

versién a dcidos biliares. La importancia de la colesterogé-
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nesis hepdtica en la determinacién de los niveles de colesterol
en suero estd resaltada por el hecho de que el colesterol séri-

co estd en ripido equilibriocon el "pool" de colesterol hepdti-
co (151).

Usualmente la determinacién de la tasa de coleste-
rogénesis ha implicado la medida de la incorporacién del sustra-
to marcado, por ejemplo acetato, o el ensayo de la HMG CoA reduc
tasa. Actualmente se tiende a pensar que el uso de acetato es de
dudosa relevancia fisiolégica ya que el tamafio del ''pool'" de ace-
tato depende del estado nutricional y hormonal. Consiguientemen-
te los datos obtenidos de la medida de la incorporacién de sus-
tratos "in vitro" a los obtenidos de la medida de la actividad
HMG CoA reductasa pueden ser contradictorios (151).

Los ensayos "in vitro'" han ofrecido informacidén so-
bre los aspectos cuantitativos y cualitativos de la sintesis de
colesterol en los principales érganos del cuerpo. En especies
tales como rata, mono y hombre, las mayores tasas de incorpora-
cién de acetato marcado radiactivamente a esteroles precipita-
bles condigitonina se han hallado en higado (50), aunque tam-
bién el ileon exhibe elevadas tasas de sintesis de esteroles
mientras el resto de los tejidos del cuerpo incorporan acetato
a esteroles en menor proporcién (70, 71) calculdndose que el
higado mds el intestino recogen un 90-97% del acetato, incorpo-
rado a esteroles precipitables con digitonina, que es detecta-
do en todos los tejidos del cuerpo bajo las condiciones '"in vi-

tro".

Mediante estudios "in vivo'" se ha concluido que el
higado supone un 54% de la sintesis de colesterol total en el
cuerpo aunque, en condiciones de ayuno o alimentacién con coles-
terol donde la sintesis de colesterol estd inhibida en el higa-
do, los tejidos extrahepdticos pueden llegar a suponer de un 70-
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900% de la sintesis total de colesterol en el cuerpo (152).

L

En polﬂo, mediante estudios '"in vivo' e "in vitro"
se ha concluido qie.el higado es el lugar mis importante de
sintesis de lipidis (153). Se han encontrado variaciones en la
incorporacién de MVA y acetato en cortes de higado de pollo en
los primeros dias de vida (100, 154). Asi la incorporacién au-
menta desde la eclosién hasta los 11-15 dias momento a partir
del cual se mantiene.‘Los niveles miminos detectados tras la
eclosién se han explicado en base al posible efecto inhibidor
del colesterol de la yema sobre 1la colesterogénesis hepdtica,
de tal forma que cuando el animal pasa a una dieta con un bajo
contenido lipidico se eliminaria el efecto inhibidor del coles-

terol aumentando por lo tanto los niveles de sintesis.

También en rata, Shah (155) ha demostrado un cam-
bio en la conversién de MVA a esteroles y fraccidén no saponi-
ficable tras el destete. Se sugiere que la sintesis de coles-
terol en higado de ratas lactantes es inhibida por el coleste-
rol de la leche materna y que€ el rdpido aumento en la sinte-
sis tras el destete €S debido en parte al cambio dietario que
acompafia a €ste y en parte a una mayor necesidad de colesterol
para el higado en desarrollo. Estos hechos estdn de acuerdo
con los resultados de Johnson y Shah (156) que observan igual-
mente menor incorporacidén de MVA vy escualeno.a esteroles preci-
pitables con digitonina en ratas lactantes que destetadas, aun
que este aumento €s prevenido por alimentacidn de colesterol
tras el destete y concluyen que el colesterol de la dieta pre-
viene el incremento observado en la sintesis de colesterol en
el higado en desarrollo por supresion de las actividades de
una o mas enzimas que actuan entre MVA y escualeno Yy entre és-

te y colesterol.
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Takeuchi y col (22) demuestran una diferencia entre el higado
de ratas jovenes y adultasen cuanto a la eficiencia de utili-
zacién de acetato para la sintesis de colesterol. Asi, la acti-
vidad sintética es 10 veces mayor en ratas jdévenes que adultas
y establecen que la regulacién de la sintesis de colesterol en

ratas adultas es menos sensitiva tanto a la supresidén como a
la estimulacién.

1. A. 4. 3. - Regulacidn

En el esquema n2 3 (145) estd representado un mo-
- delo simplificado que describe los procesos implicados en el
mantenimiento del balance de colesterol a través del higado y
cémo éstos estdn relacionados con la regulacién de la salida
del colesterol biliar en la rata. El cuerpo estd representado
por tres compartimentos: (.- el higado; ®B.- el intestino; © -
el resto del cuerpo, incluida la sangre. E1 higado contiene un
"pool" metab6élicamente activo de colesterol libre que se halla
en equilibrio con el '"pool" de ésteres de colesterol 2 . El
tamafio de este Ultimo puede variar grandemente dependiendo del
estado metabdélico del higado.

El colesterol que ingresa al '"pool'" activo de co-
lesterol 1libre es derivado fundamentalmente de sintesis endé-
gena 1, sintesis en el intestino junto con el colesterol pro-

cedente de la dieta 3 y sintesis en el resto del cuerpo 4.

La entrada de colesterol a este ''pool'" estd regu-
lada por salida mediante tres rutas: secrecién de lipoprotei-

nas 7, secrecién de colesterol libre en la bilis 6 y conver-
sién de colesterol en dcidos biliares y su subsiguiente secre-
cién en bilis 5.
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Los estudios efectuados sobre los mecanismos de
~regulacidén de sintesis de esteroles se han efectuado princi-
palmente mediante técnicas"in vitro". La sintesis de coleste-
rol ha mostrado en higado un significativo ritmo diurno (157,
158), es marcadamente aumentada por stress (139, 157), por in-
terrupcién de la circulacién enterohepdtica (157) o por alimen
tacién de colestiramina (43, 83) y es suprimida por ayuno (83,
137, 153, 157), por una ‘alimentacién rica en colesterol (41,
43, 83) y por alimentacién de dcidos biliares (159, 160). La
sintesis hepdtica de colesterol estd también regulada por los
niveles plasmidticos de los principales tipos de lipoproteinas.
En general existe una relacién inversa entre la concentracién
de quilomicrones, HDL y LDL y la tasa de sintesis de esteroles
en el hepatocito (161).

En contraste, la sintesis de esteroles en la mayor
parte de los tejidos extrahepdticos no manifiesta ritmo diurno,
no se suprime por quilomicrones circulantes y no se incrementa
por stress o interrupcién de la circulacién enterohepdtica
(70, 71, 157, 162). El ayuno reduce la actividad sintética en
intestino, rifién y pulmén y la sintesis intestinal se incremen-
ta marcadamente por interrupcién de la circulacién enterohepi-
tica (72, 157).

La tasa de sintesis de esteroles en tejidos endo-
crinos tales como gldndula adrenal, ovario y testiculos es ex-
tremadamente sensitiva a los niveles circulantes de HDL (163,
164), mientras LDL parecen ser principalmente responsébles de
la regulacidn de la sintesis de esteroles en tejidos tales co-
mo rifién, intestino delgado, colon y piel (162). Por ello en
general 1la mayor parte de los tejidos tienen dos fuentes po-
tenciales de colesterol para abastecer sus respectivas nece-

sidades metabdélicas. Sin embargo en presencia de niveles ade-
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cuados de HDL y LDL circulantes puede usar preferencialmente
la fuente de colesterol de las lipoproteinas y por ello supri-
mir la sintesis celular de colesterol. Este tipo de control
reciproco puede explicar por qué en animales tales como rata,
mono y hombre la tasa de sintesis de colesterol en la mayor
parte de los tejidos es muy baja (70, 71, 165).

Los dos mecanismos reguladores de la colesterogé-
nesis hepdtica de mayor interés fisioldégico, tienen que ver
con el mantenimiento del balance neto de esteroles en el cuer-
po, incluyendo el nivel de colesterol que entra en el cuerpo
a través del tracto gastrointestinal y el nivel de esteroles

eliminado del cuerpo como dcidos biliares.

Segin se ha indicado anteriormente la manipulacién
del colesterol de la dieta o el tamafio del "pool" biliar afecta
profundamente a la sintesis hepdtica de colesterol pero existe
controversia en cuanto a los mecanismos implicados en cada uno

de estos efectos.

Shefer y col (160) han demostrado que la sintesis
de colesterol en el higado es suprimida por alimentacién de
dcidos biliares bajo circunstancias en las que la absorcidn de
colesterol estd total o parcialmente suprimida por ﬁ—sitoste-
rol. Alternativamente, la sintesis hepdtica de colesterol se
ha encontrado que aumenta tras reseccién del ileon terminal
bajo circunstancias en que la absorcidén de €ste aparentemente
no cambia (85). Estos estudios han propuesto la posibilidad
de que los dcidos biliares puedan tener un efecto regulador
directo sobre la HMG CoA reductasa dentro de hepatocito. Ner-
vi y Dietschy (166) indican, sin embargo,\que los dcidos bi-
liares no tienen efecto sobre la HMG CoA reductasa dentro del
hepatocito y que su efecto puede ser indirecto alterando la
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tasa de sintesis de colesterol ya que el tamafio del "pool" bi-
liar altera el nivel de colesterol transformado en dcidos bi-
liares y por lo tanto eliminado en la bilis.

Datos actuales sugieren que la tasa de sintesis
de colesterol en el higado estd estrechamente determinada por
el "pool" intracelular de esteroles que responden a cambios
en la tasa de entrada y-‘salida del hepatocito.

En animales con una dieta con un bajo contenido
en colesterol, la entrada de éste al hepatocito ocurre prin-
cipalmente por toma de LDL, residuos de quilomicrones, VLDL,
y en menor tasa de HDL (167). Bajo estas circunstancias, la
toma neta de colesterol es relativamente baja existiendo poca
acumulacién de ésteres de colesterol y su sintesis ocurre a

una tasa significativa pero media.

Tras la adicién de colesterol a la dieta existe
un marcado aumento en la entrada de colesterol desde el intes-
tino al plasma transportado por 1los quilomicrones. Estas lipo-
proteinas son metabolizadas parcialmente por 1la lipoprotein
lipasa (168, 169) y el residuo es tomado a gran velocidad por
el higado mediante un sistema de transporte localizado en la

membrana sinusoidal de la célula hepdtica (167).

La tasa de entrada de estos residuos de quilomi-
crones es usualmente mucho mayor que la tasa a la que el co-
lesterol puede ser dispuesto, de tal forma que gran parte del
colesterol que ingresa en la célula es almacenado como coles-
terol esterificado y existe una supresién reciproca de sinte-
sis "de novo' de colesterol (161, 170). En estas circunstancias
el colesterol absorbido por el intestino mds el sintetizado
"de novo' puede ser el mejor sustrato para las necesidades de

colesterol de la célula.
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1. A. 5.- PAPEL DEL RINON EN EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

En el animal adulto el colesterol del rifién supo-
ne un porcentaje muy bajo del colesterol total del cuerpo (41).
Segin se ha observado en cultivo de células renales, el coles-
terol es el principal esterol presente en éstas (171). En el
caso del pollo (100) gran parte de este colesterol se halla
en forma libre (75-90%) y no parecen existir grandes variacio-
nes ni en los niveles de colesterol, ni en los porcentajes de

colesterol libre y esterificado a lo largo de la edad.

Los niveles de colesterol en rifién no resultan ser
afectados por tratamiento dietario. Asi, una dieta rica en co-
lesterol y sebo no los afecta (41), aunque si se ha observado
que el ayuno reduce los niveles de colesterol en rifién (157)

y que el stress los incrementa de forma transitoria (172).

Segin se deduce de los estudios de Giraud-Hollan-
der y col (2) el colesterol renal es tomado del plasma simul-
tdneamente en forma libre y esterificada desde los tres tipos
de lipoproteinas, fundamentalmente de HDL, indicdndose que
dentro de este organo a diferencia del higado no existe ni
hidrélisis de la forma esterificada ni esterificacidn del co-
lesterol 1libre ni tampoco intercambio entre las formas libres

y esterificadas.

1. A. 5. 1.- Utilizacién del dcido mevaldnico

Durante el desarrollo embrionario del pollo exis-
ten tres 6rganos excretores separados y sucesivos. El1 pronefros
es rudimentario y no funciona como un 6rgano excretor pero su
desarrollo es esencial para el desarrollo posterior del mesone
fros y metanefros. El pronefros es un érgano vestigial y empie

za a degenerar muy tempranamente. En embrién de pollo (34), el
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mesonefros aumenta su volumen unas doce veces y empieza a dege
nerar hacia el dia 12 siendo funcional ya el dia 592 de incuba-
cién. El metanefros es el rifién definitivo de aves, reptiles Yy
mamiferos. Empieza su desarrollo sobre el 42 dia de incubacién.
Los tudbulos secretores se desarrollan hacia la zona interna de
tal forma que hacia el dia 11 ya estdn formados y empiezan a
funcionar.

El rifién es un complejo tejido con un alto grado
de especializaciodn en funcién de las secciones individuales
de su estructura bdsica: la nefrona. Esta diferenciacidn es
obvia por las diferencias observadas en el metabolismo del
cortex (que comprende glomérulos y tubulos contorneados dista-
les y proximales) y la médula que contiene asasde Henle y los
conductos colectores. La conversién de MVA "in vitro" a escua-
leno y esteroles en rifién de rata estd confinada casi entera-
mente al cortex, concretamente a los tubulos contorneados dis-
tales y proximales (173), aunque '"in vitro" (174) el 90% de 1la
actividad sintética se localizd en los glomérulos. Esto es de-
bido posiblemente a una diferencia en la ruta por la que el sus-

trato alcanza los tubulos renales "in vitro'" e "in vivo'".

Usualmente se ha considerado que la contribucidn
de los tejidos extrahepdticos (excepto el intestino) a la co-
lesterogénesis del individuo es muy baja (70, 71). Sin embargo,
estudios recientes usando agua tritiada (152) han indicado una
mayor contribucién de los tejidos extrahepdticos que la que
se aceptaba hasta el momento.

Tras inyeccién subcutdnea de 214-C-MVA Edmond(119)

detecté una incorporacién muy elevada desde este sustrato a

esteroles, incorporacién que excedia incluso a la experimen-
tada por el higado. Estos hechos corroboran los resultados de
Edgren y col (175) de que la toma de MVA por el rifién excede
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a la del higado en ratén adulto. La elevada toma de MVA cir-
culante (13% en los dos rifiones) es tanto mds sorprendente
puesto que la incorporacidén de acetato es prdcticamente nula
(117, 119). Esto podria suponer que el rifién tiene sélo capa-
cidad limitada para sintetizar MVA desde acetato mientras que
las etapas subsiguientes que son responsables de la conversién
de MVA a precursores de colesterol no saponificables se 1llevan

a cabo de forma efectiva por el rifién (117).

Puesto que el rifién es un 6rgano excretor con fun-
cién depuradora, estd expuesto a una elevada concentracidén de
MVA; por lo tanto, la gran eficiencia en la toma de MVA circu-
lante puede no ser tanto un reflejo de un activo metabolismo

de esteroles como de su funcidén excretora. (119, 176).

Wiley y col (177) han indicado que la ruta desde MVA
a esteroles supone un 74% del MVA metabolizado. Sus estudios
confirman que el rifidén representa el lugar primario de conver-
sidénde MVA circulante a esteroles y precursores de esteroles.
Tras seis horas de administracién de MVA el mayor producto fi-
nal del metabolismo del MVA es el colesterol detectdndose un

9% en lanosterol y un 15% en escualeno.

Sin embargo Hellstrom y col (117) a diferencia de
Wiley indican que la mayor parte de la radiactividad detecta-
da en rifién a partir de MVA aparece como escualeno (65%) y la-
nosterol (21%). También se ha demostrado en cultivo de células
renales (171) que la biosintesis de colesterol, en este caso,
se caracteriza por una baja conversién de precursores a coles-
terol observdndose una acumulacidén de lanosterol y esteroles
de 27 dtomos de carbono. Parece probable que el rifién pueda
ceder parte de estos precursores a la circulacién para ser

conducidos al higado donde serian convertidos en colesterol.
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Goodman (178) detecta cantidades significativas de escualeno
en sangre de rata y hombre, lo que podria indicar la existen-
cia de un "pool" activo de escualeno circulante en estas es-
- pecies.

Los estudios de Gold y Olson (179) han mostrado
que cortes de rifién convierten MVA a coenzima Q a una tasa mas
rdpida que higado o corazén y que esta capacidad (que en rifién
es 1/10 de la capacidad de sintesis de colesterol) supondria
un 1% del MVA metabolizado por el tejido renal.

Edmond y Popjak (180) observaron tras inyeccidn
subcutdnea de MVA, en ratas de 9 dias, un marcaje preferencial
de dcidos grasos de cadena larga en tejidos de origen ectodér-
mico (cerebro, médula espinal y piel). Esto sugirid la posible
existencia de un desvio o "shunt' de la ruta metabdlica condu-
cente a esteroles desde MVA que daria lugar a cuerpos cetdénicos
que serian usados preferencialmente por el cerebro en desarro-
1lo, no sdlo como fuente de energia sino también de dtomos de

carbono para la sintesis de lipidos.

Se han postulado 3 posibles vias por las que se
podria producir este desvio (180). De ellas la mds probable
parece ser la que ocurriria por acumulacién del dimetil alil
pirofosfato por inhibicidn de la farnesil pirofosfato sinte-
tasa (prenil transferasa) que cataliza la sintesis de geranil
y farnesil pirofosfato. El dimetil alil pirofosfato por una
serie de etapas intermedias daria lugar a la formacién de
HMG-CoA que podria ser usado para la sintesis de cuerpos ce-
ténicos. Esquema n? 4. ’
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Riguetti y col (181) han usado la produccidn de
14 4 _mva y c_14

CO, desde 2- C-MVA como un ensayo mas sensible
para la determinacién del "shunt'" ya que con la técnica anterior,

2
en tejidos que sintetizan dcidos grasos mds pobremente que el

cerebro podria no detectarse este "shunt'.

Efectivamente, mediante esta técnica se ha compro-
bado que también el rifién es el O6rgano mds activo en la ruta
del "shunt'", metabolizando de esta forma una cantidad de MVA
21 veces superior al resto de los tejidos examinados. E1 'shunt"

sin embargo fué de poca importancia o indetectable en cerebro
e higado.
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El metabolismo renal del MVA por la ruta no condu-
cente a esteroles parece ser un proceso muy rdpido ya que Fo-
gelman y col (182) tras 1la inyeccién intravenosa de 5-14C-MVA

en ratas y hombre observaron %

CO2 en la respiracién. En cor-
tes de tejidos de becerros (183) los dos é6rganos mis activos

en la conversién de MVA circulante a lipidos insaponificables
fueron la médula renal y el tejido adiposo. Sin embargo la cor-
teza renal resulta ser el tejido primordial en la utilizacién
de MVA por la ruta no conducente a esteroles llegando a produ-

cir de 15 -80 veces mis CO2 que cualquier otro tejido.

1. A. 5. 2.- Regulacién

De los estudios efectuados hasta el momento parece
deducirse que existe inhibicién "feed-back" en la biosintesis
de colesterol en rifién por administracién de una dieta con un
elevado contenido en colesterol, aunque esta inhibicién por
Colesterol exdgeno es menos patente que la detectada en higado.

Thompson y col (41) detectan en cabra una reduccidn
de un 25% en la colesterogénesis renal por alimentacién de co-
lesterol y sebo aunque no se observan variaciones en la concen-

tracién de colesterol en el rifién.

Fears y Umpleby (184), usando 3HZO para determinar

"in vivo" la tasa de colesterogénesis en distintos tejidos,
comprueban que la contribucién de 1la colesterogénesis renal

al nivel de colesterol del cuerpo es mucho menor que la del
higado. Observan, asimismo , inhibicién de 1a sintesis de
colesterol en tejido extrahepdtico acompafada de un aumento

en los niveles de colesterol esterificado. El1 cambio coordi-
nado en la biosintesis de colesterol Yy en el nivel de coles-
terol esterificado sin cambio en el contenido en colesterol
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total de tejidos extrahepdticos se atribuye al control de la
toma de lipoproteinas mediada por un receptor.

También en rata se ha comprobado que la alimenta-
cién de colesterol lleva consigo una reduccién en la incorpo-
tacién renal desde acetato a esteroles aunque no se ha obser-
vado, en este caso, un aumento en la concentracién tisular de
colesterol (185). En cultivo de células de rifién (171) se ob-
serva que, en ausencia de colesterol exdégeno, las células re-
nales crecen mis lentamente produciéndose una disminucién en
el contenido intracelular de colesterol aunque se observa un
aumento en la incorporacién de acetato a esteroles. Esto su-
giere que en cultivo celular la tasa de formacidén de estero-
les en rifién estd influenciada por la concentracién de coles-
terol exdgeno. La acumulacién de colesterol observada en car-
cinomas renales, que parece ser de origen enddgeno (186), no
tiene que ser debida precisamente a una regulacién aberrante
de la sintesis de colesterol segun se desprende de los estu-
dios de Gonzdlez y col (187).

Tras nefrectomia (173) o en ratas nefrdticas (175)
se ha observado un aumento en la conversién de MVA a lipidos
insaponificables en higado. La nefrectomia (173, 177) produce
una reduccién de un 60% en el metabolismo del MVA por la ruta
del "shunt". Esto parece indicar en condiciones donde existe
una disminucién en la utilizacidén del MVA circulante, que otros
tejidos extrarrenales podrian sustituir al rifién en esta fun-
cién, pero sin embargo no son capaces de asumir el papel del
rifién en el metabolismo del MVA por la ruta no conducente a
esteroles.
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Parece ser que el lugar prioritario en la produc-
cién de MVA lo ocupa el higado (117, 188); por ello en condi-
ciones de gran cantidad de colesterol exdgeno se observa una
disminucién en la concentracién de MVA circulante y una reduc-
cién en la conversidén de acetato a MVA en el higado (188)
probablemente debido a la induccién del sistema "feed-back"
por el colesterol de la dieta en higado. Por ello de forma
indirecta la sintesis renal de esteroles puede estar contro-

lada en parte por este mecanismo.
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1. B.- RUTA BIOSINTETICA DEL COLESTEROL

1. B. 1.- SINTESIS DE HMG-CoA

El mecanismo de biosintesis de colesterol ha podi-
do ser demostrado mediante el empleo de radioisétopos. Todos
los dtomos de carbono del colesterol proceden del acetato,
unos del grupo metilo, otros del carboxilico. El punto de par-
tida de lasreacciones de biosintesis de colesterol es el ace-
til-CoA mediante condensacién de dos moléculas gracias a una
acetil transferasa del tipo f-cetolasa (acetoacetil-CoA tio-
lasa) para dar acetoacetil-CoA y CoA libre. Sobre una molécu-
la de acetoacetil-CoA se fija un tercer grupo acético mediante

la HMG-CoA sintasa obteniéndose de esta forma HMG-CoA.

El HMG-CoA es un intermediario en dos rutas prin-
cipales en tejidos animales: sintesis de colesterol y forma-
cién de cuerpos cetdnicos. Basdndose en estos hechos se pro-
puso inicialmente que el HMG-CoA seria sintetizado en comin
para la colesterogénesis y la cetogénesis y que el punto de
desvio entre estas 2 rutas ocurriria en la primera reaccidn
de cada ruta a partir de HMG-CoA: por una parte, obtencidn de
MVA mediante una reductasa especifica microsomal y por otra
el paso de HMG-CoA a acetoacetato mediante la HMG-CoA liasa

(esquema n? 5).

La acetoacetil-CoA tiolasa y la HMG-CoA sintasa
que constituyen el sistema generador de HMG-CoA exhiben una
localizacién doble: mitocondrial y citoplasmdtica. En contras-

te, la HMG-CoA liasa parece estar localizada en la mitocondria
(189). '
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Todo esto indica que la colesterogénesis se rea-
liza en el citoplasma celular mientras que la cetogénesis es-
td restringida a la mitocondria. Sélo se ha detectado impor-
tante actividad HMG-CoA sintasa mitocondrial en rifién e higa-
do, por lo tanto se propone que Unicamente estos dos tejidos
son capaces de generar acetoacetato, ya que en ellos no exis-

te un bloqueo en la HMG-CoA sintasa mitocondrial (189).

Clinkenbeard y col (190) han demostrado que la tio-
lasa posee propiedades moleculares distintas en su localizacidn
citoplasmdtica y mitocondrial. También existe evidencia de
que la HMG-CoA sintasa citoplasmdtica y mltocondrlal son protei-
nas distintas (191).
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Puesto que la membrana mitocondrial es impermea-
ble a los acil-CoA derivados, el HMG-CoA generado en la mito-
condria no parece ser usado a nivel del citoplasma. Por otra
parte, se ha demostrado la existencia de un '"pool" citoplas-
mitico de acetil-CoA que no se halla en equilibrio con el
"pool" de acetil-CoA mitocondrial. Todos estos hechos apoyan
la evidencia de que cetogénesis y colesterogénesis son proce-
sos distintos en su localizacién y que el HMG-CoA generado en
la mitocondria es usado para la formacidén de cuerpos cetdnicos,
mientras que el citoplasmdtico sirve como precursor de coles-
terol.

La distribucidén de la acetoacetil-CoA tiolasa estd
relacionada con la capacidad sintética del tejido (192). Asi
el higado de pollo, seguido del cerebro de rata recién nacida
presenta la mayor actividad. Sin embargo en embridén de pollo
se ha detectado, tanto en cerebro como en higado, menor acti-
vidad acetoacetil-CoA tiolasa en el momento de la eclosién que
en los dias 11-12 de desarrollo embrionario, mientras que en
la actividad de esta enzima en la fraccidén mitocondrial sufre
un brusco aumento en los Ultimos dias de desarrollo embriona-
rio en ambos 6rganos (193).

Ultimamente se ha concedido gran importancia a la
HMG-CoA sintasa citoplasmdtica en cuanto a la regulacién de 1la
colesterogénesis ya que se ha demostrado que es marcadamente
deprimida por alimentacidén de colesterol (191-194). Miziorko
y Lane (195)han sugerido que la acetilacién de la HMG-CoA sin-
tasa es la etapa limitante en la sintesis de HMG-CoA, como 1lo
es también en la cetogénesis (196).

Chang y Limanek (197) han detectado mediante cul-
tivo celular un aumento de las actividades acetoacetil-CoA
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tiolasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa y mevalonato ci-
nasa al eliminar lipidos del medio de cultivo. Este aumento se
evita por adicién de LDL o 25-hidroxicolesterol, lo que sugie-
re que, a diferencia de lo que se pensaba, la HMG-CoA reducta-
sa no es la dnica enzima sujeta a regulacién por LDL. Todos
estos hechos apoyan la idea de una regulacién en la sintesis
de colesterol desde acetato a nivel de la activacién citoséli-

ca de este precursor (198).

1. B. 2.- SINTESIS DE COMPUESTOS ISOPRENOIDES A PARTIR DE
HMG-CoA

E1 HMG-CoA generado en el citoplasma sufre una re-
duccién por medio de la HMG-CoA reductasa microsomal para dar
MVA. Esta enzima se ha considerado desde los estudios inicia-
les como punto limitante en la biosintesis de colesterol en

higado en la mayor parte de las condiciones (199).

En el esquema n2 6 se ha representado de forma
simplificada la ruta ramificada del metabolismo del MVA como
se aclaré para el higado de mamiferos a través de los estu-
dios clésicos de Block, Popjak y otros (200, 201, 202, 203,
204).

Una ruta semejante, si no idéntica, se ha demos-
trado en cultivo celular. En fibroblastos y células de mami-
feros el MVA marcado es convertido en tres productos finales:
lcolesterol, dolicol y la cadena polisoprenoide de la ubiquino-
na (205, 206). Cada uno de estos compuestos tienen una estruc-
tura polisoprenoide derivada de polimerizaciones repetidas del
isopentenil pirofosfato. '
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En la reaccién de polimerizacién inicial, el iso-
pentenil-PP se acopla con su isémero dimetil alil PP en una
condensacién cabeza-cola para formar el intermediario de 10
dtomos de carbono, geranil-PP. Este reacciona con otra molécu-
la de isopentenil-PP en otra condensacién cabeza-cola para for-
mar el farnesil-PP.

De acuerdo éon la evidencia actual el farnesil-PP
constituye el principal punto de ramificacién en la biosinte-
sis de poliisoprenoides (201, 202) ya que puede participar en
tres reacciones enzimdticas distintas:

’ a) dos moléculas de farnesil-PP se pueden conden-
sar cabeza con cabeza para formar escualeno, compuesto de 30
dtomos de carbono que es el primer intermediario en la ruta
- biosintética de esteroles (203). Esta reaccidn enzimidtica es
catalizada por la escualeno sintetasa.

b) La cadena de farnesil-PP puede aumentar por con-
densaciones repetidas cabeza-cola con grupos de isopentenil-PP,
mediante una trans prenil transferasa, para formar poliprenoles
de larga cadena donde todos los dobles enlaces estdn en posi-
cién trans.Cuando la longitud de la cadena alcanza 10 unidades
isoprenoides los grupos poliprenoles se transfierena un anillo
aromdtico derivado de la tirosina para iniciar la sintesis de
ubiquinona (204).

c) El1 farnesil-PP, por otra parte, se puede conver-
tir en un alcohol poliisoprenilico, el dolicol (202).

La produccién de MVA es estrechamente controlada
para producir suficiente isopentenil-PP y farnesil-PP para sa-
tisfacer los requerimientos celulares de los tres productos fi-
nalés del metabolismo del MVA. El mecanismo de control se rea-
liza a nivel de la HMG-CoA reductasa, mediado por colesterol
derivado de LDL, a través de un tipo de regulacién "feed-back"
negativa (205, 207).
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1. C. - ENZIMAS IMPLICADAS EN LA SINTESIS, FOSFORILACION Y DES-
CARBOXILACION DEL ACIDO MEVALONICO

1. C. 1. - HMG-CoA REDUCTASA

De todas las reacciones antes mencionadas, la ca-
talizada por HMG-CoA reductasa ha sido la mds estudiada, debi-
do a la amplia evidencia acumulada de que este enzima es el pun-
to de control mds importante en la biosintesis de colesterol
(69, 208). Tanto es asi que la capacidad colesterogénica de un
tejido se ha medido tanto por la velocidad de utilizacién por
el tejido de distintos precursores del colesterol, como por la
actividad de la HMG-CoA reductasa.

1. C. 1. 1. - Distribucidn y localizacidn de la enzima

La mayor parte de los estudios efectuados se han
realizado en mamiferos, concretamente en rata, y gran cantidad
de tejidos han mostrado poseer actividad HMG-CoA reductasa, es-
pecialmente higado, intestino y cerebro (199). En intestino de
rata la HMG-CoA reductasa de las células de las criptas y de
las vellosidades tienen propiedades semejantes (209) y respon-
den a las condiciones dietarias de la misma forma (210), aun-
que la enzima de yeyunoes menos activa que la de ileon (209).
Se ha demostrado también actividad reductasa en cultivo de fi-
broblastos (211) y linfocitos humanos (212), asi como en culti-

vo de distintas lineas celulares (213).

En higado de rata la actividad reductasa parece
estar localizada en la fraccién microsomal exclusivamente; sin
embargo en las criptas de la mucosa intestinal también se ha
localizado actividad reductasa en la fraccién mitocondrial

(214). En cerebro, se ha observado que la actividad reductasa
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no es exclusivamente microsomal indicidndose que el 75% de 1la

actividad total de la enzima en cerebro es de origen microso-
mal (215, 216).

En higado y dentro de la fraccién microsomal, un
80% de la enzima estd asociada con la fraccion correspondiente
a reticulo endoplasmdtico liso, aparato de Golgi y membrana
plasmdtica (217). Sin embargo recientemente se ha sefialado que
dentro de la fraccién microsomal el reparto no es homogéneo,
sino que se presenta fundamentalmente en secciones del reticu-
lo endoplasmdtico rugoso con ribosomas de baja densidad (218).

1. C. 1. 2. - Cambios en 1la actividad a lo largo del desarrollo

A pesar de que la HMG-CoA reductasa se ha estudia-
do repetidamente en higado y otros tejidos de mamiferos, en cere-
bro poco se conoce sobre ésta y otras enzimas implicadas en 1la
biosintesis de colesterol, y los pocos estudios efectuados son
a veces contradictorios.

Aragon y col (216) observaron en rata un aumento
en la actividad de la enzima en el cerebro completo desde el
nacimiento hasta los diez dias para diminuir mds tarde hasta
valores adultos. En la fraccién microsomal, sin embargo, se
observd un pico mdximo de actividad entre los 8 y 12 dias y
un segundo pico a los 20 dfas. En contraste, Kandutsch y Sau-
cier (118) observaron que la actividad reductasa, en cerebro
de ratdén, es mdxima en el nacimiento y disminuye posteriormen-
te de forma casi lineal. Este patrén de desarrollo de activi-
dad reductasa no coincide con 1la incorporacién de acetato y
MVA observada por estos mismos autores ya que la velocidad de
incorporacién fue mdxima a los 11 dias det nacimiento. Esto
les 1levé a postular que, en cerebro, la HMG-CoA reductasa

regula la tasa de sintesis de esteroles desde acetato sé6lo
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en el periodo de 11 dias en adelante, cuando la sintesis estd
declinando pero no entre 1 y 11 dias de edad.

Maltese y Volpe (219) observan un distinto patrén
" de desarrollo de la reductasa en cerebro, dependiendo de 1la
forma de exposicidén de la actividad enzimdtica. Asi demostra-
ron que la actividad especifica de la reductasa disminuye des-
de el cuarto dia del nacimiento, mientras que si se refiere 1la
actividad a un cerebro completo, aumenta €sta rdpidamente como
cabria esperar en base al gran aumento en el contenido en co-

lesterol en cerebro durante este periodo.

Lz demostracién de la capacidad de activacién de
1a HMG-CoA reductasa en homogenados de cerebro, tiene implica-
ciones importantes en los estudios de desarrollo de esta enzi-
ma. Se ha sugerido (219) que 1la regulacién de la reductasa a
nivel de la eficiencia catalitica puede ser de particular im-
portancia en el desarrollo del cerebro. Esta sugerencia es
compatible con el hecho de que el periodo en que la capacidad
de activacién de la reductasa es mayor (de 4 a 10 dias) se co-
rrelaciona bien con el periodo en que la incorporacién de ace-
tato a colesterol es mds activa en el desarrollo del cerebro
de ratdn (118).

Las altas actividades observadas en cerebro de
ratas jdévenes, comparadas con las de adulto, (215) pueden ex-
plicar la elevada tasa de sintesis de colesterol en el desa-
rrollo del cerebro comparado con el adulto. Esto podria tener
una influencia directa en el proceso de mielinizacidén ya que
se ha sugerido que la disponibilidad de esteroles en el cere-
bro es la etapa limitante en la formacidn de mielina. Esta
sugerencia estd ‘de acuerdo con la observacién de la capaci-

dad de colesterogénesis en ratones mutantes que presentan
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una mielinizacién defectiva. En estos ratones tanto la capa-
cidad de sintesis de colesterol a partir de acetato como la
actividad reductasa estd muy disminuida con respecto a los
controles (118). '

En los estudios efectuados (220, 221) durante el
periodo perinatal de rata, se observa que la actividad reduc-
tasa en higado fetal varia de forma reciproca a los niveles
de colesterol del suero existiendo 2 picos de actividad reduc-
tasa, uno cuatro dias antes del nacimiento y otro tras el des-
tete, donde se alcanzan niveles de actividad considerablemente
superiores a los del higado adulto. Los periodos de menor ac-
tividad coinciden con las etapas donde existe un elevado ni-
vel de colesterol en suero debido a la leche materna. En cere-
bro (220) se observa un pico de maxima actividad a los 4 dias
tras el nacimiento, para disminuir posteriormente. Comparando
los patrones de desarrollo en la reductasa microsomal de higa-
do, cerebro y pulmén, es evidente que la enzima no se halla
regulada coordinadamente, y mds aun, que la actividad enzima-
tica parece estar relacionada con las demandas fisioldgicas
de cada tejido para sintesis de colesterol.

Se ha indicado que existe una correlacidén inversa
entre colesterol hepdtico y actividad reductasa (222). Sin
embargo McNamara y col (221) concluyen de su estudio que es
improbable que el patrén de desarrollo de la reductasa sea el
resultado de grandes cambios en la concentracidn de colesterol
hepdtico, sino que son causados fundamentalmente por factores
dietarios, sugiriéndose que a diferencia del cerebro, la reduc-
tasa hepdtica es la enzima limitante de la sintesis de coles-
terol durante el desarrollo pre y postnatal. .
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En pollo, en un estudio efectuado durante el pe-
riodo postnatal, Alejandre y col (223) concluyen que el patrén
de desarrollo observado en la reductasa de cerebro, higado e
intestino es distinto. La enzima en cerebro presenta elevados
niveles de actividad, pero no varia apreciablemente durante
las dos primeras semanas de vida postnatal. Por el contrario,
la enzima hepdtica, que presenta niveles minimos de actividad
los primeros dias tras la eclosidén, sufre un brusco aumento
hacia los dias 4-5 alcanzando niveles superiores a los obser-
vados en cerebro. También la enzima de intestino sufre un
aumento de actividad hacia el dia 4-5 pero alcanza niveles
de actividad muy inferiores a los observados para el cerebro.
Los cambios detectados en la reductasa hepdtica e intestinal
estdn relacionados con las condiciones nutricionales del pollo
mientras que la enzima de cerebro parece actuar, como en el
caso de la rata, independientemente de los factores nutricio-

nales.

1. C. 1. 3. - Regulacién de la HMG-CoA reductasa

1. C. 1. 3. 1. - Modulacién covalente

A partir de los estudios realizados recientemente
parece acertado suponer que la HMG-CoA reductasa se halla su-
jeta a un mecanismo de modificacién en su actividad por inter-
conversion de una forma activa a una inactiva mediante mecanis-
mos de fosforilacién-defosforilacién. Asi, en primer lugar se
mostré que la HMG-CoA reductasa era inactivada por una enzima
citosdélica dependiente de ATP (224, 225). Mds tarde se demos-
tré que la actividad enzimdtica se restauraba por incubacién
de una enzima citoplasmitica en presencia de EDTA (226) o bien
mediante una fosfoprotein fosfatasa hepdtica parcialmente pu-
rificada (227).



-79.

Recientemente seha demostrado la existencia de una
HMG-CoA reductasa fosfatasa (228) y una HMG-CoA reductasa cina-
sa (229), ambas citoplasmdticas, que intervendrian en el pro-
ceso de activacién - inhibicidén de 1la reductasa microsomal.
Los enzimas citoplasmiticos serian interconvertibles, a su vez,
en formas activas e inactivas por mecanismos de fosforilacién
-defosforilacién. De esta forma aparece este mecanismo como
un modelo muy sofisticado de regulacidén de biosintesis de co-
lesterol.

Kleinsek (230) ha demostrado recientemente que 1la
HMG-CoA reductasa microsomal activa es modificada a una espe-
cie inactiva en presencia de ATP, Mg2+ y una proteina citoplas-
mdtica, y que este proceso de inactivacidn envuelve una modi-
ficacidén de la enzima activa preexistente, pero la significa-
cién "in vivo" de esta reaccién no se ha establecido. Estos
mismos autores demuestran que la HMG-CoA reductasa es modula-
da "in vivo' en estados de alimentacidn de colesterol o coles-

tiramina por cambios en la cantidad de enzima.

1. C. 1. 3. 2. - Regulacién a nivel de membrana

En cultivo celular (231), los lipidos exdgenos
disminuyen la biosintesis de colesterol observdandose un aumen-
to concomitante en la sintesis de colesterol esterificado sien-
do el colesterol exdégeno el sustrato usado para esta esterifi-
cacién. El contenido en colesterol de distintas membranas ce-
lulares puede ser variado experimentalmente y esto lleva con-
sigo cambios en la fluidez de la membrana (232). Algunos auto-
res (233) consideran que la fluidez de la membrana estd rela-
cionada con los componentes quimicos o moleculares de la cé-
lula, fundamentalmente con el colesterol o con 1la relacién

molar colesterol / fosfolipidos, sugiriendo que el colesterol
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es un importante factor en el control de la fluidez de las

membranas celulares.

Partiendo de estos hechos Sabine y James (234)
proponen que la fluidez de la membrana microsomal podria ser
el efector critico comin en la regulacidén por dieta de la
HMG-CoA reductasa y apoyan esta hipdtesis por el cambio obser-
vado en la actividad HMG-CoA reductasa por modificacién de la
temperatura que afecta también l6gicamente a la fluidez de los
lipidos de la membrana. En estudios posterioresSipat y col (235)
observan cambios en la energia de activacién sélo de un enzima
microsomal, 1a HMG-CoA reductasa, mientras que el resto de los
enzimas estudiados (7-@ -hidroxilasa, colesterol acil transfe-
rasa y glucosa-6-fosfatasa) no fueron sensitivas a la variacidn
de 1a fluidez de la membrana inducida por alimentacidén de coles-
terol. Por lo tanto parece ser que este mecanismo es especifico
para la reductasa.

Mis tarde Sabine (236) observa en hepatocitos ais-
lados de ratas alimentadas con colesterol y ratas controles,

14C-acetato mues-

que la sintesis de colesterol a partir de 1-
tra similares representaciones de Arrhenius y temperatura de

transicién que las observadas para la reductasa en ambos casos.

Mitropoulos y col (237) apoyan la hipdtesis de
Sabine y proponen que la actividad reductasa estd regulada
por cambios en la concentracidén de colesterol libre en el en-
torno lipidico de la enzima, que produciria cambios inmediatos
en su actividad y propiedades. Esto podria ser seguido por cam-
bios en la concentracién de la enzima debido a alteraciones en
la sintesis enzimdtica o a cambios en la tasa de asociacidn de
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la enzima, recientemente sintetizada, a la membrana alterada
por la concentracién de colesterol libre. Alejandre (154) ob-
serva en pollo, tras suplementacién de colesterol a la dieta,
un marcado aumento de los niveles de colesterol en microsomas
de higado, asi como un aumento de la relacidén molar colesterol/
fosfolipidos y relaciona los cambios observados en los micro-
somas hepdticos con la disminucién en la actividad HMG-CoA

reductasa observada con-el mismo tratamiento.

Otros autores, por el contrario (238) no detectan
correlacidén entre la actividad HMG-CoA reductasa y el conteni-
do en colesterol o ésteres de colesterol ni en la composicién
en dcidos grasos de los lipidos microsomales. Baqir y Booth
(239) concluyen asimismo por tratamiento de ratas con una die-
ta al 2% de colesterol que el aumento observado en el conteni-
do microsomal de esteroles no estd implicado en la disminucién

de la actividad reductasa por el colesterol de la dieta.

Por todos estos hechos la hipdtesis de modulacién
de la actividad HMG-CoA reductasa por cambios en la fluidez
de la membrana estd actualmente sujeta a gran controversia.
Incluso los autores que la propusieron inicialmente, en un
trabajo muy reciente (240) indican que es posible que este
control mediado por la fluidez de la membrana no exista real-

mente.

1. C. 1. 3. 3. - Modulacidén por distintos efectores

La HMG-CoA reductasa, enzima conocida como prin-
cipal punto regulador de la colesterogénesis en tejidos ani-
males, es controlada por el estado nutricional y hormonal de
los animales (199, 208).
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" Uno de los factores nutricionales que controlan
la actividad de la enzima en el higado es el nivel y natura-
leza de las grasas dietarias. Ide y col (238) observan una de-
pendencia de la actividad reductasa respecto a la longitud de
la cadena y también al grado de insaturacidén de los dcidos

grasos.

En todos los estudios realizados se le ha asig-
nado un papel fundamental al colesterol como regulador de la
actividad HMG-CoA reductasa a través de un mecanismo "feed-
back". La administracién de colesterol exdgeno a animales in-
tactos (142, 222, 223, 239), fibroblastos (211) o hepatocitos
aislados de rata (241) producen una inhibicién de la activi-
dad reductasa o de la incorporacién de acetato a esteroles.
Los niveles de actividad reductasa aumentan tras la infusiodn
de dispersiones de lecitina a ratas (242) o tras la adicidn
de dispersiones de lecitina a hepatocitos de rata (241). Las
dispersiones de lecitina se ha demostrado que aumentan la tasa
de salida del colesterol desde la célula al medio y se ha pro-
puesto que las tasas relativas de salida y entrada de coles-
terol a la célula puedensercriticas en la regulacidén de la ac-
tividad HMG-CoA reductasa y de la colesterogénesis (243). Si
la regulacién de la HMG-CoA reductasa es un mecanismo homeos-
tdtico para mantener constante el contenido celular de estero-
les como se ha propuesto (243, 244), el aumento en la concen-
tracién intracelular de colesterol deberia llevar consigo una
disminucidén en los niveles de actividad de la enzima. De hecho
la actividad HMG-CoA reductasa es afectada por los esteroles
sintetizados enddgenamente tanto "in vitro" como "'in vivo"
(245) y se ha postulado la existencia de un '"pool" de coles-
terol dentro del hepatocito que estaria implicado en ia regu-
lacién de la actividad HMG-CoA reductasa. Asimismo en intes- |

tino, a pesar de que los dcidos biliares afiadidos a la dieta
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no afectan a la actividad HMG-CoA reductasa, la administra-
cién de colesterol y dcidos biliares induce una reduccién
apreciable en la actividad (246) que no es debida a un aumen-
to en el flujo intestinal de dcidos biliares pero que estd
asociada con un aumento en la concentracién de esteroles den-
tro de las células de las criptas intestinales.

Mediante el uso de anticuerpos de la enzima se
ha indicado que la disminucién de la actividad reductasa ob-
servada por efecto de la alimentacién de colesterol, es debi-
dainicialmente a la inactivacién de la enzima preformada (243)
ya que la disminucidén en la actividad es dependiente de una
sintesis continuada de proteinas. Esta sintesis puede ser
requerida para la toma de colesterol por la célula o para su

conversién en alguna forma represora.

La imposibilidad de algunos investigadores para
demostrar un efecto directo del colesterol sobre la HMG-CoA
reductasa en preparaciones enzimdticas (208, 222) asi como
la ausencia de un inhibidor citoplasmdtico en higado de ratas
alimentadas con colesterol (222) sugieren que el colesterol

no es, en si mismo, un inhibidor fisioldégico de la reductasa.

En estudios recientes se ha observado que el co-
lesterol derivado de LDL es un supresor mds potente que el
colesterol libre (247). Por ello actualmente la atencidén de
numerosas invetigaciones se estd centrando en el estudio de
la regulacién de la actividad reductasa por lipoproteinas
fundamentalmente en fibroblastos y cultivo de distintos ti-
pos celulares. Bajo las condiciones usuales de crecimiento
de células en cultivo, fibroblastos humanos y otros tipos
celulares expresan una baja actividad reductasa y producen

colesterol y MVA en tasas minimas (211, 248). Esto ocurre
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porque las células usan sus receptores para autoabastecerse
de colesterol desde las LDL presentes en el suero del medio
de cultivo (248, 249) a través de un proceso de adsorcién me-
diante endocitosis y su cesién posterior a los lisosomas. El
colesterol liberado de la hidrélisis lisosomal de LDL abaste-
ce los requerimientos para sintesis de membrana y también su-
prime la actividad HMG-CoA reductasa por supresién aparente-

mente de la sintesis de moléculas enzimdticas (250).

Cuando los fibroblastos se transfieren a un medio
en el que se ha eliminado LDL, las células desarrollan un mar-
cado aumento en la actividad HMG-CoA reductasa que es paralelo
al aumento en la sintesis de colesterol. La adicién posterior
de LDL al medio de cultivo suprime la actividad reductasa y
la produccién de MVA en un 98% como mdximo, aunque la supre-
sién no llega nunca al 100% (205, 207, 250).

Se ha sugerido que las células requieren al menos
dos productos derivados del MVA para suprimir completamente
la actividad reductasa.Uno deellos, el colesterol, se requie-
re en niveles muy elevados y puede ser abastecido por LDL exd-
genas o por colesterol sintetizado enddgenamente desde MVA
(244), 250). E1 otro producto se requiere en niveles mucho
menores y puede ser el MVA o un producto de su metabolismo
(251).

Fibroblastos previamente incubados con compactina
(un inhibidor competitivo de la reductasa) y LDL a los que
se adiciona MVA, deprimen completamente su actividad reductasa.
O bien debido a un aumento en la tasa de degradacidén irrever-
sible de la enzima, a una inhibicién en su sintesis o a am-
bos (251) cuando las LDL estdn ausentes del medio de cultivo
la mayor parte del MVA sintetizado es incorporado a coles-
terol. Cuando se suprime la reductasa parcialmente por LDL,

las células desvian el MVA formado preferencialmente a produc-



~-85-

tos no esteroidicos. As{ fibroblastos creciendo en presencia
de LDL y compatina incorporan MVA preferencialmente a ubiqui-
nona (205) de tal forma que esta sintesis aumenta en mids de
un 100% mientras la sintesis de colesterol a partir de MVA
diSminuye én un 95% (251),

Esto presenta evidencia de que células en cultivo
pueden regular la sintesis de colesterol alterando la activi-
dad de enzimas distales a la formacién de MVA. De hecho, 1la
adicién de LDL a fibroblastos suprime la actividad escualeno
sintetasa en un 909 (252) aunque de forma mucho menos rdpida
que la supresién observada para la reductasa (250, 252).

Los mecanismos que desvian el MVA a la ruta no
esteroidica y los mecanismos que suprimen a la reductasa pa-
recen ser coordinados puesto que la completa supresién de 1la
actividad HMG-CoA reductasa no se realizan hasta que los re-
querimientos para la ruta esteroidica no estdn completos (205).
Los esteroles oxigenados disueltos en etanol y afiadidos al me-
dio de cultivo suprimen la actividad reductasa (253) siendo
tan efectivos como el colesterol derivado de LDL Yy aun mas
que el colesterol disuelto en etanol.Estos esteroles oxigena-
dos reproducen cada uno de los efectos producidos por LDL y
sugiere que puedan actuar como andlogos de colesterol unién-

dose a 1los receptores intracelulares de esteroles (252).

El mecanismo por el que todas las sustancias antes
mencionadas suprimen la reductasa es desconocido pero se su-
pone que un mecanismo de control similar al observado en fi-
broblastos puede funcionar también en el higado de mamiferos.
Se ha indicado que la alimentacidén de colesterol a ratas dis-
minuye 1la tasa de algunas etapas enzimdticas distales a MVA
ademds de suprimir la actividad HMG-CoA reductasa (254). Un
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lugar principal de regulacién parece estar localizado en 1la
conversién de farnesilPP a escualeno. En fibroblastos, esta
supresién puede funcionar para desviar metabolitos derivados
de MVA a la ruta no esteroidica, y de hecho los estudios de
Olson (204) indican que la sintesis de ubiquinona continda
ininterrumpidamente en higado de rata ain cuando la alimenta-
cién de colesterol disminuye drasticamente la actividad reduc-

tasa y la sintesis de MVA.

Brown y Goldstein (251) han propuesto un mecanis-
mo de regulacién '"feed-back" multivalente para la HMG-CoA re-

ductasa que aparece indicado en el -esquema n? 7.

El punto 1 indica la accidn primaria del coles-
terol derivado de LDL a nivel de la HMG-CoA reductasa. E1 pun-
to 2 indica el lugar secundario de acciodn del colesterol deri-
vado de LDL. Las lineas discontinuas designan los compuestos
que pueden actuar como reguladores no esteroidicos de la HMG-

CoA reductasa.
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1. C. 2. - MEVALONATO CINASA

Levy y Popjdk (255) encontraron PMVA y PPMVA a
partir de MVA y ATP en higado de cerdo. La fosfomevalonato
cinasa, enzima que cataliza la formacién de PPMVA, fue sepa-
rada completamente de la mevalonato cinasa mediante purifica-
cién. Tras purificacién se demostré que la mevalonato cinasa
es una enzima que posee grupos sulfhidrilos en su centro ac-
tivo, dada su activacién por cisteina en condiciones de aero-
biosis.

Dorsey y Porter (256) estudiaron el efecto de dis-
tintos inhibidorestras la purificacién de la enzima en higado
de cerdo. La mevalonato cinasa es inhibida por geranil piro-
fosfato y farnesil pirofosfato, aunque precursores de éstos
(isopentenil pirofosfato y dimetilalil pirofosfato)no la in-
hiben . E1 hecho de que estos precursores no la inhiban a 1la
misma concentracidén indica que la inhibicién es completamente
selectiva.

Ramachandran y Shah (257) han estudiado las pro-
piedades de la mevalonato cinasa y fosfomevalonato cinasa en
el sobrenadante de 105.000 x g de cerebro de rata. Ambas en-

. . 2+
Zilmas precilsan Mg

y ATP para su actividad d6ptima, asi como
un pH de 6.5-8. Gonzdlez - Pacanowska y col (258) determina-
ron, asimismo en cerebro de pollo, la dependencia de la me-

2+

valonato cinasa de Mg y ATP para la mdxima actividad. E1l

pH 6ptimo en este caso fue de 9.2 para ambos enzimas.

En cerebro de rata (257) la mevalonato cinasa no
experimenta variaciones en su actividad con la edad, aunque
si ée ha observado un cambio en la Km de la enzima desde el
nacimiento hasta los 52 dias de edad. En pollo, por el con-

trario se ha demostrado una variacidén en la actividad meva-
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lonato cinasa a lo largo del desarrollo postnatal en cerebro

y rifién (259). En ambos 6rganos la actividad de la enzima no
varia de forma apreciable en los cuatro dias posteriores a

la eclosién pero en el 42 y 62 dia se observa una acusada dis-
minucidén. La actividad de la enzima ha resultado muy superior

en cerebro que en rifién.

En higado de pollo, el patrén de desarrollo obser-
vado en la actividad mevalonato cinasa (260) es distinto al
indicado para la misma enzima en cerebro o rifién. En el higa-
do la enzima, que presenta niveles bajos de actividad los pri-
meros dias de desarrollo postnatal, sufre un marcado aumento
en su actividad hacia el dia 72 tras la eclosién. En higado
de rata, por el contrario, Ramachandran y Shah (261) estudian-
do 1a fosforilacién del MVA en el sobrenadante procedente de
centrifugacién a 105.000 x g de ratas lactantes y destetadas
no observan variacién en la actividad de la enzima, asi como
tampoco cuando las ratas destetadas se alimentan con una die-

ta al 1% en colesterol.

Slakey y col (254}, estudiando el efecto del ayu-
no y la realimentacidn sobre la mevalonato cinasa, observaron
que ninguna de estas condiciones afectan a la actividad de la
enzima. Tampoco lograron detectar la existencia de un ritmo
diurno en la actividad de la enzima. No parece probable que
la inhibicién de la mevalonato cinasa por geranil y farnesil
pirofosfatb (256) pueda influir en el flujo de materiales a
través de la ruta de biosintesis de colesterol durante el ayu
no y realimentacidén puesto que la sintesis de farnesil piro-
fosfato aumenta durante la realimentacidén y la recuperaciodn
observada en la conversién de MVA a escualeno tras la féali-
mentaciéh en tan rdpida como la recuperacidén de la actividad
dimetil alil transferasa disminuida por el ayuno (254).
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Recientemente (197) se ha demostrado que la meva-
lonato cinasa puede ser modulada por LDL, ya que en células
ovdricas de hamster en cultivo la eliminacién de lipidos del
medio de cultivo produce un aumento significantivo en la ac-
tividad mevalonato cinasa, aumento que es prevenido por adi-
cién de 25-hidroxicolesterol o LDL al medio de cultivo.

1. C. 3. - FOSFOMEVALONATO CINASA

Henning y col (262) pusieron de manifiesto en auto-
lisados de levadura la formacién de PPMVA a partir de MVA en
presencia de la fosfomevalonato cinasa. Mediante purificacidn
parcial de la enzima demostraron que la reaccién catalizada
por ella es reversible en presencia de un exceso de ADP. Tam-
bién se ha mostrado en cerebro de rata que la reaccidén catali-

zada por la fosfomevalonato cinasa es reversible (257).

. En el pollo, no se ha logrado detectar variaciones
apreciables en la actividad de la fosfomevalonato cinasa ni en
higado (260) ni en cerebro o rifién (259) a lo largo del desa-
rrollo postnatal. Tampoco en cerebro de rata (257) se han ob-
servado variaciones apreciables en la actividad de la enzima

desde ¢l nacimiento hasta los 52 dias de edad.

En higado, por el contrario (261) se ha observado
un aumento de un 50% en la actividad de la fosfomevalonato ci-
nasa tras el destete. Esto podria sugerir que esta enzima po-
dria ser una etapa limitante, pero puesto que la reaccidén ca-
talizada por la fosfomevalonato cinasa es reversible, el nivel
de PPMVA formado o acumulado es regulado por el equilibrio
constante de la reaccién de la cinasa, particularmente cuando
la tasa de descarboxilacidén es baja. Por ello los niveles re-
ducidos de PPMVA formado noreflejan necesariamente menor acti-

vidad en la fosfomevalonato cinasa.
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Al igual que la mevalonato cinasa, la fosfomevalo-
nato cinasa (254) se ha mostrado independiente de condiciones
tales como el ayuno y realimentacién. Asimismo , tampoco se

ha observado la existencia de un ritmo diurno en esta enzima.

Shama Baht y Ramasarma (263) han mostrado una in-
hibicién en la actividad de esta enzima producida por algunos
compueétos fenélicos y fenilicos. Asi, el dcido p-cumdrico,
dcido cindmico y dcido isoferdlico produce una inhibicidén de

un 71% en la fosfomevalonato cinasa.

1. C. 4.- PIROFOSFOMEVALONATO DESCARBOXILASA

Henning y col (262) en 1959 detectaron actividad
T4c mva
obtenido por sintesis enzimdtica y usado como sustrato. Para

" descarboxilasa en extractos de levadura a partir de 1-

la actividad de la enzima se requeria ATP. También se ha obser-
vado su dependencia respecto al ATP en cerebro de rata (257)

y de pollo (258) asi como un pH préximo a la neutralidad para
su actividad é6ptima.

En preparaciones de higado de animales alimentados
con una dieta rica en colesterol se ha demostrado una parcial
inhibicién en la conversidén de MVA a colesterol, aunque esta
inhibicién era menor que la observada desde acetato. Gould y
Swiryd (142) mediante técnicas "in vivo'" e "in vitro' detec-
tan, en ambos casos, una inhibicién en la conversién de MVA
a colesterol en higado de rata. La sintesis disminuye un 30%
tras una semana de alimentacidn con colesterol; al afio la inhibi-
cidn fue casi completa. Estos autores observaron igualmente
una disminucién en la tasa de incorporacidén de MVA a farnesil
pirofosfato, asi como en la de farnesil pirofosfato a escua-
leno e indicaron por ello la existencia de lugares secunda-

rios de control de la colesterogénesis hepdtica localizados
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entre MVA y farnesil pirofosfato, y tras éste, probablemente en
su conversidén a escualeno. Puesto que las capacidades mdaximas
de homogenados normales de higado para sintetizar colesterol
desde MVA fue mayor que desde acetato, se ha sugerido (142)

que los lugares de inhibicién localizados tras acetato no tie-
nen probablemente un efecto muy significativo en la tasa de sin

tesis de colesterol en el animal intacto alimentado con coles-
terol.

Ramachandran y Shah (257) han observado en cerebro
de rata un patrén de desarrollo en la actividad pirofosfomeva-
lonato descarboxilasa a diferencia de los enzimas implicados
en la fosforilacidén del MVA. Asi, la actividad aumenta duran-
te los tres dias posteriores al nacimiento, alcanzando un pico
de mdxima actividad sobre el 89 dia de edad para disminuir len-
tamente mds tarde. Este patrén de desarrollo es semejante al
observado para la actividad HMG-CoA reductasa (215), desmoste-
rol reductasa (97) y a la tasa de acumulacién de colesterol
en cerebro (97). Por ello parece ser que la actividad de 1la
pirofosfomevalonato descarboxilasa cambia en coordinacién con
otras enzimas que sintetizan colesterol. Puesto que las activi-
dades mevalonato cinasa y fosfomevalonato cinasa no disminuyen
en el cerebro del animal adulto, es razonable sugerir que la
descarboxilacién del PPMVA juega un papel regulador en la sin-

tesis cerebral de esteroles.

En cerebro de pollo durante el periodo postnatal
Gonzdlez-Pacanowska y col (264) no han hallado cambios aprecia-
bles en la actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa, aun-
que los niveles de actividad son elevados, pero se ha de tener
en cuenta que en el pollo durante el periodo estudiado (3-17
diaé) la mielinizacidén ha finalizado casi totalmente y por lo

tanto no se requiere una biosintesis muy activa de colesterol.
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En este mismo estudio, el higado ha mostrado un comportamiento
completamente distinto al observado en cerebro ya que la acti-
vidad aumenta de forma patente llegando a alcanzar niveles su-
periores a los observados en cerebro. En asa duodenal y rifién
la pirofosfomevalonato descarboxilasa presenta actividades mu-

cho menores sin cambios significativos en relacién con la edad.

Ramachandran y Shah (261), estudiando 1la actividad
pirofosfomevalonato descarboxilasa en higado de ratas lactantes
y destetadas han observado que la actividad es mucho menor en
ratas lactantes y la relacidn MVAPP/CO2 es muy superior en
este caso. E1 aumento observado en la actividad pirofosfomeva-
lonato descarboxilasa hepdtica con el destete es parcialmente
prevenido por alimentacién con dieta al 1% en colesterol. Estos
hechos junto con observaciones iniciales (156) de que el aumen-
to tras el destete en la conversidén de MVA a escualeno es par-
cialmente prevenido por alimentacién con colesterol a los ani-
males destetados indican por tanto que la descarboxilacién del
PPMVA en higado es una etapa reguladora (261)al igual que en
cerebro (257). La baja actividad pirofosfomevalonato descarbo-
xilasa observada en animales lactantes se ha asociado con la

inhibicién producida por el colesterol de la leche materna.

Ranganathan y Ramasarma observaron en 1973 (265)
una inhibicién en la incorporacién de MVA a colesterol produ-
cida por compuestos fendlicos y fenilicos al ser afiadidos "in
vitro". El hidroxicianamato (metabolito de la tirosina) fue el
inhibidor mds potente. Drogas hipocolesterolémicas que se cono-
ce que afectan a alguna etapa anterior a la formacidén de MVA
"in vivo" producen también inhibicién "in vitro'" en una etapa
posterior a la formacidén de MVA. Para este efecto parece ser
necesaria la presencia de un anillo aromdtico y un grupo car-

boxilico. Mas tarde (263) se ha observado inhibicidén en la
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actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa producida por
compuestos fenélicos y fenilicos. Esta inhibicidn es de dos
tipos, competitiva y no competitiva. Los compuestos que presen-
tan una inhibicidn - competitiva probablemente tienen semejan-
zas estructurales con el MVA fosforilado en solucién. Las que
presentan inhibicién no competitiva deben afectar a la acti-
vidad por otro mecanismo.

Durr (266) ha observado una inhibicién en la in-
corporacién de MVA a lipidos insaponificables en intestino del-
gado e higado de rata, producida por el ayuno. Slakey y col
(254) estudiando el efecto del ayuno sobre las enzimas impli-
cadas en la conversidén de HMG-CoA a escualeno detectaron que
todas las actividades medidas -HMG-CoA reductasa, pirofosfo-
mevalonato descarboxilasa, isopentenil pirofosfato isomerasa,
dimetil alil transferasa y escualeno sintetasa-, declinan rd-
pidamente en ayuno y vuelven a los niveles normales tras la
realimentacién. La variacién observada en la HMG-CoA reducta-
sa es suficiente para ser responsable de la variaciones apre-
ciadas en la incorporacidn de acetato a colesterol por homo-
genados de higado. Pero sin embargo los cambios en la tasa
de conversién de MVA a colesterol y la conducta de las enzimas
intermediarias indican que al menos existen dos procesos regu-
ladores que controlan el flujo de material a través de esta
ruta.

Shama Bhat y Ramasarma (267) han mostrado la exis-
tencia de un ritmo circadiano "in vivo'" en la actividad piro-
fosfomevalonato descarboxilasa en higado de rata observandose
un patrén de actividad semejante en la incorporacidén de 2-14C—
MVA "in vitro' asi como en la recogida de COzprocédente de
1-14C-MVA. Por lo tanto la actividad ritmica debe estar locali-

zada entre MVA e isopentenil pirofosfato y posiblemente a nivel
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de 1la pirofosfomevalonato’descarboxilésa. De hecho Shama Bhat

y Ramasarma (263) detectan un aumento en su actividad durante
un periodo de 12 horas en higado de rata. Estos resultados sin
embargo no estan de acuerdo con las publicaciones previas de
Slakey y col (254) que realizaron medidas directas de todas las
enzimas de la ruta de biosintesis de colesterol entre MVA y es-
cualeno y no encontraron variacién diurna en ninguna de ellas.
Tampoco Jabalquinto Yy Cardemil (268)detectan variacién a lo lar-
go del dia en la actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa

en higado o rifién de rata. Estos mismos autores observan una
disminucidén en la actividad por alimentacidén de colesterol y

un aumento por tratamiento con colestiramina en higado pero no
en rifién. Esto podria indicar que el lugar secundario de control
de la biosintesis de colesterol_ en rifién es probablemente dis-
tinto al del higado.
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A la vista de los antecedentes bibliogrédficos y

de los trabajos

desarrollados en nuestro Departamento se plan

teé el siguiente plan de trabajo:

—
L]
!

Estudio de la evolucién en el contenido en co-
lesterol total, libre y esterificado en cerebro,
higado y rifién de pollo a lo largo del desarro-
l1lo embfionario.

Estudio de la variacién en las actividades en-
zimdticas implicadas en la fosforilacidn y des
carboxilacién del MVA en cerebro, higado, intes
tino y rifién de pollo a lo largo del desarrollo
embrionario. '

Estudio de la evolucidén en la velocidad de uti
14C—MVA a 14
ponificables, por los cuatro 6rganos anterior-

lizacién de 2- CO2 y lipidos insa-
mente citados, durante el desarrollo perinatal
del pollo.

Estudio de la evolucién en la actividad HMG-
CoA reductasa por los mismos d&rganos a lo
largo del desarrollo perinatal.

Estudio de la composicidén 1lipidica de microso-
mas de cerebro e higado de pollo a lo largo del
desarrollo perinatal. Cdlculo de la relacidn mo
lar colesterol/ fosfolipidos como indice del
grado de fluidez de las membranas y su relacién
con la HMG-CoA reductasa.

14'C-acetato

Estudio de la incorporacién de 1-
a lipidos insaponificables por el cerebro e
higado de pollo a lo largo del desarrollo pe-

rinatal.
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3. A. - MATERIAL

3. A. 1. - MATERIAL BIOLOGICO

Los estudios se efectuaron sobre embriones de am-
bos sexos procedentes de huevos de gallinas (Gallus domesticus)

de raza Leghorn blanca suministrados por Avigrana S. A.

Las distintas experiencias se ha realizado en ani-
males con edades comprendidas entre los 10 y 21 dias de desa-
rrollo embrionario, aunque en algunos casos se usaron también

pollos cuyas edades oscilaron entre 0 y 5 dias de vida postnatal.

5. A. 2. - CONDICIONES DE INCUBACION

La incubacién se llevé a cabo a una temperatura
constante de 37.8 £ 0.5 9C tras disponer los huevos con el
extremo mds estrecho hacia abajo y formando un dngulo de 3009
con la vertical, para evitar malposiciones del embrién dentro
del huevo. V

Durante los primeros 18 dias de desarrollo embrio-

nario, los huevos se voltearon de forma periddica cada hora.

La humedad relativa dentro de la incubadora se fi-
jé en un 60% desde el dia 14 de incubacién hasta el momento de
la eclosién.

5. A. 3. - APARATOS

La incubacién se realizd en incubadoras modelo
11R y 25 suministradas por Masallés (Barcelona) con capacidad
para 90 y 180 huevos respectivamente, y provistas de volteo
automdtico.
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Las pesadas de material bioldgico y de reactivos
se realizaron en una balanza Sartorius (Pmax.= 160g., d=0.1g.)
Para pesadas mds exactas se uso una balanza Mettler H 20T (Pmax=
160g. d=0.01mg).

La colocacién de las muestras en placas de cromato-
grafia asi como la adicién de sustratos y coenzimas a los tubos
de reaccién se realizdé mediante micropipetas "Emil Works' de
enrasado automidtico por estrangulamiento (autocero High preci-
sién). En otros casos donde se requeria menor precisidén se usa

ron micropipetas automdticas tipo Finnpipette (Finland).

Los tejidos (a menos que se indique lo contrario)
se homogenizaron en un "Potter™ mecdnico (MSE) con pistilo de

vidrio sin esmerilar.

Para la agitacién de los tubos se emplearon vibra-

dores Whirlimixer y Heidolph, asi como agitadores S/Invester.

El pH se determind mediante un aparato Beckman
. :

Expandomatic SS-2 (pH - 0.005).

Para las centrifugaciones realizadas a bajas revo-
luciones se usé una centrifuga refrigerada MSE modelo Mistral-
6L. Cuando no se requeria control de temperatura, las centrifu-
gaciones a bajas velocidades se realizaron en centrifugas Pi-
ccolo (Martin Christ).

Para la preparacidén de suspensiones microsomales
se utilizé una centrifuga refrigerada de alta velocidad Beck-
man J-21B.

Las centrifugaciones realizadas a altas revolucio-
nes (105.000 x g) se llevaron a cabo en una ultracentrifuga pre-
parativa Beckman L3-50.
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Tras la reaccién enzimdtica, y para volumenes in-
feriores a 0.5 ml, 1a precipitacién de proteinas se realizé
en una microfuga Beckman, tipo B.

Las determinaciones colorimétricas se hicieron en
un fotocolorimetro Bausch-Lomb modelo Spectronic-20.

Las determinaciones isotépicas de 14C y 3H se lle-
varon a cabo en un equipo de centelleo liquido Philips modelo
PW5410.

Para la identificacién de zonas radiactivas se usg
el sistema Actigraph III mod. 1002.(Nuclear Chicago).

Las incubaciones tanto durante la reaccién enzi-
midtica, como para la determinacidn de colesterol se realizaron
en bafios termostatizados mediante "fuerabordas'" Tecam Tempunit
(precisién = I 0.19().

Las incorporaciones de acetato y de mevalonato se
llevaron a cabo en incubadores metabdlicos Gallenkamp IH - 350

’

provistos de un sistema de agitacién.

En la determinacién de fosfolipidos las digestio-

nes se realizaron en un bafio de arena de la firma Invester.

Los lipidos insaponificables disueltos en éter de
petrdleo se llevaron a sequedad en un rotavapor "R" de la fir-
ma Bichi (Suiza).

Todos los gases utilizados fueron suministrados
por Oximesa S.A.

Los datos experimentales se procesaron en un mi-
croordenador EAKA video Genie system EG-3003.
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3. A. 4. - REACTIVOS

Todos los compuestos radiactivos usados fueron

suministrados por Radiochemical Centre (Amersham).

El resto de los productos utilizados (mientfés no
se especifique lo contrario) proceden de la casa Merck (Darms-

tadt) y Carlo Erba (Milan).
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3. B. - METODOS

3. B. 1. - DETERMINACION DE COLESTEROL

3. B. 1. 1. - Extraccién de lipidos

Una vez aislado el embridén de las cubiertas extra-
embrionarias, se sacrificé por decapitacién y se procedié a la
obtencién del Srgano correspondiente que se dispuso en solucién
salina.

Los lipidos fueron extraidossiguiendo el método de
Santiago y col (269).

Se deposité el drgano a estudiar, previamente tri-
turado, en un Potter manual junto con 2 ml de mezcla clorofor-
mo: metanol: clorhidrico (200: 100:1) y se homogenizé durante
5 min. El1 homogenado resultante se virtié a un tubo de boca
esmerilada al que se afiadié 3 ml de C1H 0.1N y se agité fuer-
temente durante 1 min.

Tras una centrifugacién a 1000 r.p.m. durante 10
min aparecian 3 fases:

La fase superior (acuosa) se eliminé mediante una
pipeta Pasteur adaptada a una perilla de goma.

La fase clorofdrmica inferior se recogié en otro

tubo mediante una cuidadosa decantacidn.

Con la fase intermedia proteica se realizé una se-
gunda extraccién siguiendo exactamente el mismo método. La fa-
se orgdnica resultante de esta segunda extraccién se reunid
con la primera y se evapor6 posteriormente bajo corriente de

nitrdégeno.
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El1 extracto lipidico se redisolvié en 1 ml de clo-
roformo del que se tomaron alicuotas para la determinacidén de

colesterol total, libre y esterificado.

3. B. 1. 2. - Determinacidn de colesterol total

Para 1la determinacidén de colesterol total se Si-

guié la técnica de Carr (270) y Martenson (271).

Se trata de una técnica colorimétrica basada en
l1a reaccién de Lieberman - Burchard en la que el colesterol
sufre una deshidratacidn, condensacion e isomerizacién en pre-
sencia de anhidrido acético Yy jcido sulfirico dando lugar a
la aparicién de compuestos coloreados con un mdximo de absor-
cién a 620 nm.

3. B, 1. 2. 1. - Técnica

Del extracto lipidico correspondiente se tomaron
dos alicuotas de 25 y 50 pl, 1levdndose a sequedad bajo corrien
te de nitrégeno. Asimismo de una solucién patrén de colesterol
que contenia 1 mg de colesterol en 1 ml de cloroformo, se to-

maron 25, 50, 75 y 100 ul 1levando igualmente a sequedad.

Una vez secos los tubos problemas y los patrones,
se les agregé 100 ul de cloroformo disolviendo perfectamen-
te el extracto lipidico mediante una agitacién suave.A conti-
nuacién se afiadié a cada tubo 3 ml détuna mezcla de anhidrido
acético: acido sulfdrico (10:1) preparado extempordneamente,
en frio (es necesario que la mezcla sea totalmente transparen
te).

Tras agitar los tubos se dispusieron en un bafio
de agua a 259C durante 10 minutos al cabo de los cuales se

leyeron en espectrofotémetro a 620 nm.
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3. B. 1. 3. - Déterminacién de colesterol libre y esterificado

La separacidén del colesterol libre de su éster se
realizé por cromatografia en capa fina siguiendo la técnica de
Corominas (272).

3. B. 1. 3. 1. - Preparacién de las placas

En un extensor Shandan Unoplan se dispusieron pla-
cas de vidrio de 20 x 20 cm previamente desengrasadas con ace-
tona.

En un erlenmeyer de 250 ml se dispusieron 50 gr.
de silicagel G (tipo 60) y 100 ml de agua destilada agitdndo-
se vigorosamente durante 1.5 min. Inmediatamente se virtid
esta suspensién sobre un extensor adaptado para obtener un
espesor de capa de 0.4 mm, extendiéndose el silicagel de ma-
nera uniforme por toda la superficie de la placa.

Tras secarse completamente a temperatura ambiente
se dispusieron las placas en una gradilla y se activaron en

estufa a 1209C durante dos horas como minimo.

3. B. 1. 2. 2. - Desarrollo y revelado de las placas

-

Una alicuota de 100 6 200 pul (dependiendo de la
riqueza lipidica de la muestra) se dispuso a 2 cm del borde

inferior de la placa ya activada.

El desarrollo de la placa se llevd a cabo en cu-
betas de vidrio donde se dispuso como liquido de desarrollo
100 ml1 de la mezcla cloroformo: benceno (60:40). El solvente
se mantuvo al menos seis horas en la cubeta de cromatografia

para conseguir una perfecta saturacidén. Una vez alcanzado un
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frente de 15 cm, se retiran las placas, secdndolas con seca-
dor antes de proceder a su revelado.

El revelado se realizé mediante vapores de iodo.
El iodo se sublima fijédndose a 1os dobles enlaces apareciendo
manchas de color amarillento. Tras marcar las manchas apareci-
das con ayuda de un punzén se eliminé el iodo a alta tempera-

tura.

De esta forma se separan los siguientes compues-

tos con el Rf indicado.

Rf
Esteres de colesterol 0.7
Trigliceridos 0.53
Colesterol libre 0.15
Acidos grasos 0.05
Fosfolipidos 0.00

3. B. 1. 3. 3. - Técnica

Las zonas correspondientes a colesterol libre y
esterificado se rasparon y depositaron en tubos de centrifuga.
A cada uno de ellos se afiadi6 3 ml de la mezcla etanol: aceto
na: éter etilico (1: 1: 1). Se agité durante quince segundos

y se centrifugd posteriormente durante 15 min a 1000 x g-

El1 sobrenadante se decantl a otro tubo y con el
precipitado se realizd una segunda extraccién de igual for-
ma. Los sobrenadantes se reunieron y se l1levaron a sequedad
bajo corriente de nitrégeno siguiendo el método para la deter-

minacién de colesterol ya descrito (apartado 3. B. 1. 2. 1})
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3. B. 1. 3. 4. Cdlculos

Con los datos obtenidos de esta forma se calculan
los porcentajes relativos de colesterol libre y esterificado.
Aplicando estos porcentajes al contenido en colesterol total,
héllado anteriormente, se calcula el contenido en colesterol
libre y,esterlflcado - expresado como miligramos en el orga-

no completo y en miligramos por 100 miligramos de tejido fres-
co-.

El error estdndar (SEM) de estos datos se calculéd
segun la expresidén siguiente:
\/ 2 2 -
SEM = T”. SEM p * P®. SEM T

Siendo:
T= contenido en colesterol total
SEMT = error estdndar de la media del contenido
en colesterol total
P = fraccién de colesterol libre o esterificado
SEMP = error estdndar de laAmedia de la fraccién
de colesterol libre o esterificado

3. B« 2. - ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MEVALONATO CINASA, FOSFOME-
VALONATO CINASA Y PIROFOSFOMEVALONATO‘DESCARBOXILASA

3. B. 2. 1. - Obtencidn de 1las preparaciones enzimdticas

Puesto que las tres enzimas objeto de este estu-
dio son citoplasmdticas, un primer paso en la determinacidn
de la actividad enzimdtica fue la obtencién del sobrenadante
resultado de la centrifugacién a 105.000 x g que fue usado

como preparacién enzimdtica.
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Una vez extraido el drgano correspondiente se co-
locé en solucién salina al 0.9% a 42C. Este se homogenizé
(mediante un '"potter' mecdnico) con tampén fosfafo potdsico
0.1 M pH = 7.4 que contenia ademds como protectores EDTA 1 mM,
Cl2 Mg 4 mM y B-ME 10 mM en una proporcidén érgano/tampén 1:8
(p/v) . Durante todos los pasos del proceso el recipiente que
contenia la muestra se mantuvo en un bafio agua-hielo con obje-
to de evitar en lo posible modificaciones de la temperatura que
pudieran afectar a la actividad de las enzimas. EIl homogenado
se sometié a una centrifugacién de 105.000 x g durante 60 minu-
tos, de la que se recogié el sobrenadante y se reservé a 49C

hasta el momento de realizar la reaccidén enzimdtica.

La concentracién proteica de este sobrenadante se
determind segiin el método de Lowry y col (273) basado en la aso
cién de las reacciones de Biuret y Folin y usando como patrdn
una solucién de albdmina bovina (0.5 mg/ml) (Fraccién V, Powder,

Armour Pharmaceutical Co).

3. B. 2. 2. - Determinacién de las actividades enzimdticas

Se ha utilizado el método radiactivo desarrollado
por Ramachandran y Shah (261).

En esta técnica se mide la incorporacién de radiac
Ztividad desde el sustrato marcado con 14C al producto de la reac
'cién que es resultado de la actuacién de cada enzima.Se mi-
de en este caso, por tanto, la incorporacién de radiactividad
desde 1-14C-MVA a PMVA, PPMVA y CO2 desprendido para determi-
nar la actividad mevalonato cinasa, fosfomevalonato cinasa y

pirofosfomevalonato descarboxilasa, respectivamente.
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3. B. 2. 2. 1. - Reacciones enzimdticas

Las reacciones enzimdticas para la determinacidn
de PMVA y PPMVA se han realizado mediante incubacién del extrac
to enzimdtico a 379C durante 30 min. en presencia de tampén fos
fato potdsico a 0.1 M pH=7.4, Cl2 Mg (5.5 umol), ATP (3.5 umol)
y 114C-MVA en forma de sal potdsica (0.273 umol, 277.5 x 103
d.p.m.) en un volumen final de 1 ml.

La reaccidén se detuvo por inmersién de los tubos
en agua a 902C durante 5 minutos. Las proteinas existentes en
el medio de reaccidén se sedimentaron por centrifugacidén a 4000
r.p.m. durante 5 min. a temperatura ambiente.

La reaccién enzimdtica para la determinacién del

CO2 desprendido como consecuencia de la descarboxilacién del
PPMVA, se 1llevé a cabo en matraces cénicos provistos de un po-
cillo central en el que se dispuso 0.4 ml de NaOH (Sigma) al
12%. El1 medio de reaccidén antes mencionado se dispuso en el
compartimento principal, cerrdndose los matraces herméticamen-
te. La incubacidén se realizé durante 30 min a 379C, sometiendo
durante este tiempo a los matracillos a una agitacién de 70 os-

cilaciones por minuto.

La reaccidn se detuvo por inyeccidén en el compar-
timento principal de 0.5ml de dcido sulfdrico 5 N. Los matraces
fueron agitados durante 60 minutos mds, con objeto de que todo
el CO,desprendido tras la acidificacién del medio fuese recogi-
do por el NaOH del pocillo central. En todos los casos los ex-
tractos enzimdticos fueron diluidos apropiadamente con tampén
fosfato potdsico 0.1 M pH = 7.4, para conseguir una concentra-
cién de proteinas comprendida entre 0.2 - 0.3 mg/ml que nos
permitiera trabajar en la zona exponencial de la curva protei-

nas/actividad.
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3. B. 2. 2. 2. - Aislamiento y medida de los productos de reac-

cidn

E1 PMVA y PPMVA formados, se separaron, mediante
cromatografia ascendente en papel, a partir de una alicuota de
cada uno de los sobrenadantes.Se usé papel Whatman n2 1 prepa-
rando tiras de 3.5 cm de ancho y 28.5 cm. de largo y la mues-
tra se aplicé a 3 cm del borde inferior, longitudinalmente Yy
con una extensién no superior a 2.5 cm, usando para el secado
una corriente de aire calilente.

El desarrollo se realizé en campanas de vidrio
cerradas herméticamente y dejadas saturar previamente durante
6 horas como minimo. El liquido de desarrollo empleado fue:
butanol : acido férmico : agua (77:10:13). Los cromatogramas
se dejaron desarrollar durante 12 horas transcurridas las cua-
les se retiraron de la cubeta de cromatografia y se dejaron
secar a temperatura ambiente.

La identificacién de las zonas correspondientes
a cada una de las fracciones formadas, PMVA y PPMVA, se rea-
1izé mediante un sistema Actigraph III, provisto de dos detec-

tores Geiger entre los cuales se hacian pasar los cromatogramas.

La zona radiactiva de cada fraccidn se recortd
del papel y se dispuso en viales de centelleo a los que se
afiadié 10 ml de 1liquido de centelleo compuesto por:

- 5 gr. PPO

- 0.3 gr. POPOP

- 1 1. Tolueno

La medida del CO, desprendido en la descarboxi-
lacién del PPMVA se realizé tomando dos alicuotas del conteni-
do del pocillo central inmediatamente después de finalizada la

reincubacién. Estas se dispusieron en sendos viales de centelleo.
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El liquido de centelleo usado (10 ml/vial) en este caso ha sido:
- 2 gr PPO
- 0.02 gr POPOP
- 0.5 1. Tolueno
- 0.5 1. Metanol

En todos los casos el contenido en 14C de los via-
les se determiné mediante un contador de centelleo 1iquido que

nos da las d.p.m. producidas por el 14C contenido en vial.

Como factor de correccidén se empled un estdndar

14

externo de 1- "C-MVA de d.p.m. tedricas conocidas.

3. B. 2. 2. 3. - Cdlculos

La actividad enzimidtica especifica se calculd en
cada caso segin la siguiente expresidn:
.p.m. d.p.m.
d.p.m n X p.m..

Ae = nmoles. mg prot?
d.p.m.e X Vm x Re x P

1

siendo:
Ae

d.p.m.m= desintegraciones por minuto del 14C conte-

actividad de la enzima.

nido en la muestra.
d.p.m.t= desintegraci?zes por minuto del estdndar
externo de 1- "C-MVA.
d.p.m.e=desin$igraciones por minuto del estdndar
de 1-""C-MVA obtenidos en el contador de

centelleo.

~Vm = volumen de la muestra llevada a vial
Re = d.p.m./n mol del 1-1%
trato de la reaccidn.

C MVA usado como sus-

P = mg de proteinas puestos en el medio de reaccién.

30 min.

1
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se obtiene a partir de la cantidad de CO2 desprendldo como
resultado de la reaccién catalizada: por dicho ‘enzima. La acti-
vidad fosfomevalonato cinasa réepresenta 1a’ suma de los nmoles
de PPMVA y CO2 obtenidos. La actividad mevalonato cinasa se
obtiene a partlr de la suma de 105 nmoles de PMVA, PPMVA y

CO2 observados. ;' . o T TS

3. B. 3. - INCORPORACION DE MVA POR LA RUTA DE ESTEROLES Y NO
~ ESTEROLES

. PR
D A I S

El método utilizado estd baSado’en‘el/descrito por
Righetti y col (181).

L

En esta tecnlca se trata de medlr 1a velocidad de

14C MVA (1ncubado en presenc1a de dlstlntos

1ncorporac1on ‘de 2-
tejidos) a lipidos 1nsapon1f1cables constltuldos fundamental-
mente por colesterol y otros productos 1sopren01des, asi como
a CO, desprendldo como resultado del ”shunt" del MVA si éste

existe en los tejidos embrionarios. o
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3. B. 3. 1. - Procedlmlentos de 1ncubac1on

T

D
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Tras la Sépéfécién’ﬂé’ia§5cubiertas extraembriona-

;oiriasy seisacrificaron - los*embrlones ‘por decapqtac1on procedién

dose a la extraccidn’ del ‘Srgano ‘correspondiente, que se dispuso
‘inmediatamente ‘en un ‘medio" tamponado Frfo. T
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El tampon usado es,un medip de Krebs-Ringer bicar
bonato pH=7. 4%,Para15u pxegaracaog se.mezelarany las siguientes
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0 ml de ClNa 18%
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18.5 ml1 de PO, H, K 0.2 M

4 "2
24 ml1 de SO,Mg 7H,0 3.82%
72 ml de C1,Ca 0.11 M

4 2
2

- 72 ml de COSHNa.1.3 %

-2280 ml de agua destilada

Para la incubacién se usaron matraces cdénicos con
capacidad de 25 ml provistos de un pocillo central. Los érganos
se incubaron integros siempre que su peso no excediera los 200
mg, en cuyo caso se dividieron en partes iguales y se incubaron
por separado.

Los distintos 6rganos se colocaron en el comparti-
mento principal del matracillo junto con 1.9 ml de tampdén Krebs-
bicarbonato frio (pH=7.4) y 0.1 ml de la solucidén de 1—14C—MVA

en forma de sal potdsica equivalente a 1.12 uCi (400 nmoles) .

Los matraces se gasearon con carbdgeno (95% 02 y
5% COZ) cerrandose herméticamente, tras lo cual se dispusieron
en un incubador metabélico termostatizado a 379C y provisto de

un movimiento de vaivén ajustado a 100 oscilaciones por minuto.

Tras 120 minutos se detuvo la reaccién por adi-
cién de 0.5 ml de SO4H2 2N en el compartimento principal, asi
como 0.4 ml de Na OH 12% en el pocillo central con objeto de
recoger el CO2 disuelto en el medio desprendido por la acidifi-
cacidén de este.

Para procurar la recogida total del CO2 por el
NaOH del pocillo central se reincubaron los matracillos du-

rante 45 minutos a 70 oscilaciones por minuto.
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3. B. 3. 2. - Deteécién y medida de 14CO

2

Inmediatamente después de la reincubacién se abrie-
ron los matraces, y tomidndose dos alicuotas del contenido del
pocillo central se llevaron a sendos viales de centelleo en los
que se habia dispuesto previamente 10 ml del siguiente liquido
de centelleo:

2 gr PPO

- 0.02 gr POPOP

- 0.5 1 Metanol

- 0.5 1 Tolueno
las d.p.m. cbtenidas de la medida de las distintas muestras en
un contador de centelleo liquido se usaron para determinar la
velocidad de incorporacién del sustrato marcado a COZ'

5. B. 3. 2. 1. - Cdlculos

La velocidad de incorporacidén del sustrato a CO2
se calculd por la expresién:
d.p.m.m x Vp

Ae = nmoles x g
G-x Tx Vm x Re

-1 -1

x h

donde:
Ae
d.p.m.m= desintegraciones por minuto obtenidas
de la medida del '*

muestra

actividad especifica de la produccién de CO

2

C contenido en 1la

Vp = volumen del pocillo central en ml
G = gramos de tejido usado para la incubacién
T = tiempo de reaccién en horas ,
Vm = volumen de la alicuota usada para la medida
Re = radiactividad especifica del sustrato
en d.p.m./nmol.
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5. B. 3. 3. - Lipidos insaponificables

3. B. 3. 3. 1. - Extraccién

Como estdndar interno Yy con objeto de conocer el
rendimiento de la extraccidn y medida de los lipidos insaponi-
ficables se afiadié al compartimiento central del matraz una can-
tidad conocida de 3H-coiesterol para poder corregir el defecto
cometido en las posibles pérdidas de las extracciones poste-
riores.

El contenido del matraz (fuera del pocillo central)
se transfiridé mediante una pipeta Pasteur, adaptada a una peri-
lla de goma, a un matraz Erlenmeyer al que se adiciond 15 ml de
etanol al 70% y 1 ml de una solucién de KOH al 90% con objeto
de producir 1la saponificacién. Tras 12 horas como minimo se

realizé la extraccién de los lipidos no saponificados.

El contenido del matraz se virtig a un embudo de
decantacidén al que se afiadid 20 ml de agua destilada y 25 ml
de éter de petréleo (Panreac). Despﬁés de una vigorosa agita-
cidén se recogié la fase orgdnica que contenia los lipidos in-
saponificables. Con la fase acuosa se realizaron dos extrac-
ciones mds con 25 ml de éter de petréleo. Las fases orgdnicas
reunidas se lavaron dos veces con 20 ml de agua destilada.

Como desecante se usé NaZSO4‘ anhidro(Panreac)
afiadiendo 15 g a las fases orgdnicas resultantes de todo el
proceso anterior. Tras un minimo de 30 minutos se elimind el
Na2804 por filtracidén a través de un embudo de placa porosa,
recogiendo la fase orgdnica en un matraz de fondo rgdondo.

El éter de petrdleo se .evaporé mediante rotavapor
quedando los 1ipidos insaponificables en el matraz de fondo re-
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dondo. Estos, mediante lavados repetidos del matraz con éter
etilico (D Hemio) Se recogieron en un vial evapordndose el con-
tenido sobre una superficie a 40°C.

3. B. 3. 3. 2. - Medida de los lipidos insaponificables tota-

les. Cdlculos

Tras disolver'el contenido del vial en 1 ml de
cloroformo se tomaron dos alicuotas de 0.1 ml y se deposita-
ron en viales de centelleo, 1levando el resto a sequedad sobre
una superficie a 60°C. El contenido de los nuevos viales se
evapor6 del mismo modo, afiadiéndoseles posteriormente 10 ml
de liquido de centelleo compuesto por:

-5¢g PPO

- 0.3 g POPOP

- 66 ml Acetato etilo

- 934 ml Tolueno

La medida del 14C y 3H contenido en los viales se

1levé a cabo mediante espectroscopia de centelleo liquido.

Ademids de los viales problema se midieron en cada
. . . . . 3
experiencia dos viales con la misma cantidad de "H que el

afiadido a las muestras y que constituye el patrén de tritio.

Calculos

La velocidad de incorporacién de 2-14

C-MVA a lipi-
dos insaponificables se calculé a partir de la siguiente fdr-

mula.

14 3 ,
Ae = d.p.m. C x d.p.m. "Hp nmoles. g ’1.h

d.p.m. 3Hm x Re xTxGxYV
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donde:
- Ae = actividad especifica de la conversidn de
14

2-

d.p.m.14C = desintegraciones por minuto debidas

al 14
dpm 3Hp = desintegraciones por minuto de 3H conte-

C-MVA a lipidos insaponificables.
C contenido en la muestra

nidas en el vial patrén.
d.p.m. 3Hm'= desintegraciones. por minuto de 3H
contenidas en la muestra
Re= radiactividad especifica del sustrato en
d.p.m./nmol

T = tiempo de incubacién en horas

(9]
I

peso de tejido usado en gramos
V = volumen de la alicuota usada para la medida
en ml.

3. B. 3. 3. 3. - Separacién y medida de los distintos lipidos

insaponificables

Del resto del extracto lipidico guardado en vial
se tomé otra alicuota con objeto de conseguir la separacidén de
los distintos insaponificables; para ello se realizdé una croma-
tografia en capa fina. Puesto que se ha observado que el demos-
terol estd en niveles elevados durante el desarrollo del cere-
bro de embrién de pollo (93) nos parecid interesante el deter-

14C

minar la incorporacidén de radiactividad desde el sustrato (Z-
-MVA) a desmosterol ademds de a- otros lipidos insaponificables,

en el caso del cerebro.

Por ello para el resto de los drganos estudiados
(higado, tubo intestinal y rifién) la separacidén de los distin-
tos lipidos insaponificables se realizé mediante cromatografia

en capa fina convencional, usando placas de silica gel prepara-
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das del mismo modo que para la separacién de colesterol libre
y esterificado (apartado 3. B. 1. 3. 1.).

Las muestras problema se desarrollaron junto con
patrones apropiados para conseguir la identificacién de los dis
tintos compuestos separados. Para el desarrollo se procedid del
modo descrito en el apartado 3.B.1.3.2. pero el liquido de de-

sarrollo empleado en este caso fue cloroformo no estabilizado.

Los cromatogramas se desarrollaron durante 30 min.
al cabo de los cuales se sacaron las placas de la cubeta de cro
matografia y tras secar con aire caliente se introdujeron las
placas en una campana saturada con iodo. El1 Rf en las condicio-
nes antes mencionadas fue el siguiente para los distintos lipi-

dos insaponificables separados:

Rf
Escualeno 0.85
Ubiquinona 0.69
Lanosterol 0.31
Colesterol 0.21

Muy préximo al origen (Rf = 0.04) se determind un
compuesto no identificado del que se midid la radiactividad exac

tamente igual que para el resto de los insaponificables.

Las distintas manchas aparecidas, tras ser identi-
ficadas y marcadas con ayuda deun punzén se rasparon y dispu-

sieron en viales de centelleo.

En el caso del cerebro, puesto que la separaciodn
del par colesterol/desmosterol no es posible con el sistema an
tes mencionado se realizé cromatografia en capa fina usando pla
cas impregnadas con nitrato de plata que permite la separaciédn
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de esteroles que difieren en la presencia, numero y posicién
de los dobles enlaces, debido a diferencias estructurales ba-
sadas en los distintos grados de insaturacién.

Sobre placas de vidrio de 20 x 20 cm se extendid
silica gel G impregnado con AgNO, al 15%. Estas placas se han
de conservar en completa oscuridad para evitar la reduccién del
AgNO; . Una vez secas las placas se colocaron en estufa a 90°C
durante 30 minutos.

La muestra se aplicé a 2 cm. del borde inferior.
El desarrollo de la placa se realizé, en oscuridad, en cubetas
de vidrio previamente saturadas durante 60 minutos, con 100 ml
de una mezcla de cloroformo: acetona (95:5):. Tras 45 minutos
se procedié al revelado pulverizando con una disolucién de ro-
damina 6 G al 0.5% en agua y la visualizacién de las distintas
manchas se efectudé con luz ultravioleta.

En estas condiciones se separaron de arriba a aba-

jo y con el Rf indicado los distintos compuestos:

Rf
Escualeno 0.82
Lanosterol 0.53
Colesterol 0.34
Desmosterol 0.29
Desconocido 0.03

De la placa se rasparon las manchas y se dispu-
sieron en tubos de centrifuga a los que se afiadié 3 ml de éter
etilico que eluye los lipidos del!silica gel pero no la rodamina.
Tras agitar durante 15 segundos se centrifugaron los tubos a
2.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. '
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El sobrenadante se trasvasé, con ayuda de una pi-
peta Pasteur'adaptada a una perilla de goma, a un vial y con
el precipitado se realizé una segunda extraccion, reuniéndose
los sobrenadantes y evapordndose el éter étilico sobre una su-
perficie a 709°C.

En todos los casos se afiadié a los viales que con-
tenian la muestra problema 10 ml del mismo liquido de centelleo
usado para los lipidos insaponificables totales (apartado 3.B.
3.3.2.) mi?iendospor centelleo liquido las d.p.m. producidas

Cy

el resto de los lipidos insaponificables separados.

por el el H en el caso del colesterol y por el 14C para

El cdlculo de la velocidad de incorporacién de
2—14C.MVA a cada uno de los lipidos se realizé en forma seme-
jante a la indicada para los lipidos insaponificables totales,
(apartado 3. B. 3. 3. 2. ) aplicando a todos ellos el mismo
factor de recuperacidn del_SH-colesterol que para el coleste-
rol obtenido en la misma experiencia. A partir de estos valo-
res se calcularon, asimismo, los porcentajes relativos de los

distintos lipidos insaponificables.

3. B. 4. - ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

3. B. 4. 1. - Aislamiento de microsomas

Puesto que la HMG-CoA reductasa es un enzima liga-
do a membranas microsomales, el primer paso en la determinacién
de la actividad enzimdtica es la obtencidén de la fraccién micro
somal del tejido a estudiar. El aislamiento de microsomas se ha

realizado siguiendo el procedimiento descrito por Dugan y col
(274).
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Una vez sacrificado el embridén se le extrajo r4-
pidamente el cerebro, higado, intestino y rifién, que fueron co
locados en solucién salina al0.9% a 40C. Una vez pesado se tro-
ce6 el tejido y se colocé con tampén fosfato potdsico 50 mM
PH=7.4, que contenia ademds como protectores EDTA (Sigma) 30 mM
MgCl, 250 mM y DTT (Sigma) 1 mM, en una proporcién 1/3 peso de
tejido/volumen de tampén.

Posteriormente se homogeneizaron las muestras en
un Potter mecdnico, teniendo la precaucién de no permitir va-
riaciones de temperatura; por ello durante todo el proceso el
recipiente conteniendo la muestra se mantuvo en un bafio agua-
hielo.El homogenado se sometié a una primera centrifugacidn
a 5.000 x g a 4°C durante 15 minutos. Tras desechar el sedimen-
to, el sobrenadante sufrié una segunda centrifugacidn a 15.000
X g durante 15 minutos a 49C . El1 sedimento resultante de esta
segunda centrifugacién (que contenia mitocondrias y lisosomas)
se elimind y con el sobrenadante se realizd una nueva centrifu-
gacién a 105.000 x g durante 60 minutos a 49C. De esta forma
sedimenta la llamada fraccién microsomal constituida fundamental

mente por fragmentos de reticulo endoplasmdtico liso y rugoso.

Este sedimento se resuspendidé en 1 ml de tampdn
fosfato potdsico con protectores y se mantuvo a 4°C para ser
usado posteriormente como suspensién enzimdtica para la deter-
minacién de la actividad.

La concentracién proteica de las suspensiones mi-
Crosomales se determiné mediante el método de Lowry y col (273)
usando como patrén albdmina bovina.
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3. B. 4. 2. - Determinacidén de 1la actividad enzimdtica

El método seguido para la determinacién de la ac-
tividad HMG-CoA reductasa fue el desarrollado por Shapiro y
col. (275) con ligeras modificaciones.

Se trata de medir la radiactividad incorporada
14C-HMG-CoA al producto de la reac-

cién (mevalonato). Se incluyé siempre un estdndar interno de

desde el sustrato marcado

3H-mevalonato con objeto de corregir las posibles pérdidas du-
rante el aislamiento del producto.

Puesto que para la reaccidén se requiere un buen
aporte de coenzima reducido (Zmoléculas de NADPH+ H' por mo-
lécula de sustrato transformado), en esta técnica se ha usado
un sistema enzimdtico, encargado de regenerar los equivalen- .
tes de reduccién gastados, constituido por glucosa-6-P, glu-
cosa-6-P-deshidrogenasa y NADP'. |

La reaccién se detiene por adicidén de dcido clor
hidrico que actda inactivando a la reductasa y convirtiendo el
dcido mevaldénico en su d-lactona.

3. B. 4. 2. 1. - Reaccién enzimdtica

El procedimiento seguido para la determinacidn de
la actividad enzimdtica es el siguiente: 100 pl de la suspen-
sién microsomal (previamente diluida en tampdén con protectores
para obtener una concentracién proteica  de 2-4 mg/ml)se afiadie-
ron a los tubos de reaccién (tubosde polietileno de 0.4 ml de
capacidad provistos de tampdén) y se preincubaron a 37°C duran-
te 5 minutos. '

La reaccién se inicié por adicién de 25 ‘pl de
sustrato marcado 'YC-HMG-CoA (50 nmoles y 75955 d.p.m.) junto
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con 25 pul de sistema regenerante (4.5 pmoles de glucosa-6-P
(Sigma), 0.3 U. I. de glucosa-6-P-deshidrogenasa (Boehringer)
y 450 nmoles de NADP* (Boehringer)).Tras cerrar y agitar per-
fectamente el contenido de los tubos, se incubaron &stos duran
te 30 minutos a 370°C.

Transcurrldo este tiempo se detuvo la reaccién por
adicién de 25 Ml de ClH 10 N. Se afiadieron asimismo en este
momento 25 ul de una solucién tamponada de mevalonato y 3H me -
valonolactona (0.78 mg de mevalonolactona Yy entre 40 000 y
160.000 d.p.m. de SH- -mevalonolactona).

Los tubos, cuyo contenido en este momento era de
200 }Jl, se taparon y agitaron de nuevo dejidndose 30 minutos
a 379C para lograr la completa lactonizacién del mevalonato
formado durante la reaccién.

Por dltimo se centrifugaron todos los tubos du-
rante 1 minuto a 10.000 x g con el fin de sedimentar las pro-
teinas existentes en el medio de reaccidn y evitar, asi, su
interferencia durante el desarrollo posterior de la muestra
en capa fina.

3. B. 4. 2. 2. - Aislamiento y medida del producto de reaccién

La MVA lactona presenta una polaridad sensiblemen
te menor que la del sustrato (HMG-CoA) pudiendo ser por ello
fdcilmente separada de éste y de los productos de su hidrdéli-
sis mediante cromatografia en capa fina.

Se usaron placas de vidrio de 5 x 20 pm; La pre-
paracién de las placas se realizé segiin se describe en el apar-
tado 3.B.1.3.1.Sobre las placas activadas Y a unos 2 cm del bor-
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de inferior se aplicaron 100 pul de cada una de las mezclas

de reaccidén, secando con calor suave.

Inmediatamente después se desarrollaron en cam-
panas de cromatografia previamente saturadas durante 60 minu-
tos con 100 ml de la mezcla benceno: acetona (1:1). Las placas
se dejaron desarrollar durante 40 minutos. En estas condiciones
la MVA lactona aparece en la placa en la zona comprendida entre
Rf 0.38 y 0.7. Esta zona se raspd sistemiaticamente y se dispuso
en viales de centelleo a los que se afiadié 10 ml del siguiente
liquido de centelleo:

7 gr POPOP

0.3 gr dimetil POPOP

100 gr Naftaleno

1 1. Dioxano.

Los viales se agitaron durante 15 segundos, guar-
ddndose en oscuridad hasta el momento de la medida de las d.p.
m. contenidas en cada uno de ellos mediante un contador de cen
telleo liquido. En cada experiencia se prepararon junto con los
viales problema, 2 viales conteniendo 25 pul de la solucién de
3H—MVA lactona usada durante la reaccién y una cantidad de 14C-
MVA con una radiactividad 3-6 veces menor contituyendo estos

viales el patrdn de tritio.

3. B. 4. 2. 3. - Calculos

Una vez realizada la medida las d.p.m. obtenidas

de ¢ y SH en cada vial se usaron para el cdlculo de la acti-
vidad enzimdtica segun la siguiente expresidn:
3 14 ‘
Ae d.p.m."Hp x d.p.m. Cm 1 1

= pmoles x min™ ' x mgP;

d.p.m.SHm x Re x Px T
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siendo:

Ae = actividad especifica de la HMG-CoA reductasa.
d.p.m. 3Hp = desintegraciones por minuto de 3H con
tenido en el patrén.

14 14

d.p.m. "Cm = desintegraciones por minuto de C
contenido en la muestra problema.
Re = radiactividad especifica del sustrato

en d;p.m./pmol.

e
1]

mg de proteinas puestas en el tubo de reaccidn.

~3
1]

tiempo de reaccién en minutos.

3. B. 5. - INCORPORACION DE ACETATO A LIPIDOS INSAPONIFI-
CABLES

Uno de los precursores mds cominmente empleados
para estudiar la ruta biosintética de colesterol es el acetato
marcado radiactivamente.

La técnica seguida estd basada en el método desa-
rrollado por Righetti y col (181). Supone la utilizacién de
14C-acetato como precursor para determinar la velocidad de in-
corporacién de este sustrato a los distintos lipidos insaponi-
ficables mediante medida de la radiactividad que aparece en és-
tos tras la incubacién de los érganos en un medio tamponado,
en matraces que se gasean con carbégeno (95% O2 y 5% COZ) y se
disponen en un incubador metabélico provisto de un movimiento
de vaivén.

3. B. 5. 1. - Procedimiento de incubacién

Tras la extraccidén de los distintos 6rganos, se
procedidé a su colocacidén en tampén Krebs-bicarbonato frio
pH = 7.4.
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Los drganos, al igual que en 1a incorporacidn de
MVA, se usaron enteros O bien se dividieron en partes iguales

y se incubaron por separado, dependiendo del peso.

El tejido, tras ser pesado se colocé en el inte-
rior de matracillos de 25 ml de capacidad.

Se afiadié al tejido 1.95 ml de tampén Krebs-bicar-
bonato pH = 7.4 y 50 Pl de una solucién de 1-14C-acetato (43
nmoles y 2.5 PCi).

A partir de este punto la técnica es en todo jgual
a la descrita en el apartado 3.B.3. salvo en lo referente a la
recogida y medida del COZ'

3. B. 6. - DETERMINACION DE COLESTEROL Y FOSFORO LIPIDICO EN
MEMBRANAS MICROSOMALES

3. B. 6. 1. - Extraccién de 1lipidos

- La extraccién de los l1ipidos se 1levé a cabo sobre
suspensiones microsomales obtenidas del modo descrito en’'el apar
tado 3. B. 4. 1.

Se tomaron dos alicuotas de la suspensién micro-
somal que contenian una concentracién de proteinas de 1-2 mg/
ml que fueron tratadas con un volumen de 4cido perclérico 0.6N
necesario para obtener una concentracién final de 0.3 M. Tras
agitar, se centrifugaron a 1000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Asi sedimentan lipidos Yy proteinas.

Una vez desechado el sobrenadante los lipidos del
sedimento fueron extraidos siguiendo el método de Santiago y col
(269).
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Se afiadié al sedimento 1 ml de la mezcla cloro-
formo: metanol: dcido clorhidrico (200: 100:1) y se agité me-
diante varilla de vidrio por espacio de 30 minutos. A continua-
cién se afiadieron 3 ml de dcido clorhidrico 0.1 N y tras una
breve agitacién se centrifugé durante 25 minutos a 1000 x g.

La fase superior acuosa, resultante de la centri-
fugacién se eliminé mediante pipeta Pasteur. La fase lipidica
se separ6 del paquete de proteinas intermedio mediante una cui
dadosa decantacién a un tubo de boca esmerilada manteniéndose
a 00C desde este momento.

Las proteinas de la interfase sufrieron una segun-
da extraccién siguiendo el mismo procedimiento y la fase orgid-
nica de esta segunda extraccidén se reunié con la procedente de

la primera llevandose a sequedad bajo corriente de nitrdgeno.

La fase lipidica se redisolvié en un volumen ade-
cuado de cloroformo del que se tomaron alicuotas para la deter-
minacién de colesterol y fosfolipidos. .

3. B. 6. 2. - Determinacidén de colesterol microsomal

3, B. 6. 2. 1. - Determinacion de colesterol total. Cdlculos

Para la determinacidén de colesterol total se par-
tié de dos alicuotas de cada extracto lipidico y se analizaron
siguiendo la técnica de Carr (270) y Martenson (271) de forma
exactamente igual a la ya indicada en el apartado 3. B. 1. 2.
para la determinacién de colesterol en los distintos o6rganos
embrionarios.
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Cdlculos

Una vez realizada la medida de colesterol en es-
pectrofotémetro, el valor de absorbancia obtenido se usé para

l1a estimacidén de la concentracién de colesterol total segﬁn:

DOt X Ve -1
Ct z — Hg colesterol x mg proteina
ax Vm x P
donde:
C, = pg de colesterol por mg de proteinas
DOt = absorbancia debida al colesterol total

a = pendiente de la recta de regresion obtenida
para la curva patrén por minimos cuadrados
en pug -

Ve volumen de extracto lipidico en ml

Vm

P = mg de proteinas contenidas en la suspensién

volumen de la alicuota de extracto lipidico

microsomal a partir de la que se realizd la

extraccién de lipidos

3. B. 6. 2. 2. - Determinacién de colesterol libre y esterifi-

cado. Cdlculos

Para la separacién de colesterol libre y esteri-
ficado se ha seguido la técnica de Corominas y col (272) ya
indicada en el apartado 2. B. 1. 3.

Cdlculos

Una vez obtenido el valor de absorbancia para el
colesterol libre y esterificado se calcularon las concentra-
ciones microsomales de colesterol libre y esterificado, asi-

como sus porcentajes relativos a partir de:
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. . DO1 X VE _ DOE x Ve
L ax Vmx P E ax Vmx P
2 _CL x 100 o _ CE x 100

oCL =T CE oCE =

CL + CE
Siendo:
CL = e de colesterol libre por mg de proteina
microsomal

Q)
t
i

Mg de colesterol esterificado por mg de
proteina microsomal

%CL = porcentaje de colesterol libre

%CE = porcentaje de colesterol esterificado
DOL = absorbancia debida al colesterol libre
DOE = absorbancia debida al colesterol esterificado

a = pendiente de la recta de regresidén obtenida
para la curva patrén por minimos cuadrados en
pe

Ve = volumen de extracto lipidico en ml

Vm = volumen de la alicuota ‘del extracto lipidico

cromatografiada.
P = mg de proteinas contenidas en la suspensién
microsomal de la que se realizé la extraccidn
de lipidos

3. B. 6. 3. - Determinacidn de fosfolipidos microsomales.

Cdlculos

La determinacién del fésforo lipidico contenido
en las membranas microsomales de los distintos &rganos se rea-
1iz6 siguiendo el método de Fiske y Subbarow modificado por
Bartlett (276) que consiste en la determinacién fotocolorimé-
trica a 830 nm del complejo coloreado formado tras la reacciodn
de fosfatos con dcido molibdico en presencia de d4cido 1-amino-
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-2-naftol-3-sulfénico,

Para poder extrapolar las concentraciones a par-
tir de las densidades 6pticas de la muestra se utilizé una so-
lucién patrén de fosfato disddico en agua destilada equivalente
a 10 Y/ml de fésforo.

De cada extracto lipidico se tomaron tres alicuo-
tas de 25, 50 y 100 M1 que se dispusieron en tubos graduados
de 10 ml lavados con un detergente especial exento de fosfatos.
Asimismo para la curva patrdén se prepararon tres tubos con 0. 15,
0.3 y 0.6 ml respectivamente de la solucién patrén de fésforo.

A todos los tubos se afiadid 1.2 ml de dcido perclé-
rico al 70% y 2 gotas de una solucidén de mollbdato aménico al
% en dcido sulfirico 2M completdndose posteriormente hasta 2 ml
con agua bidestilada. Tras agitarlos con suavidad se dispusieron
en un bafio de arena a 130°C tapdndose con bolas de cristal.

La digestidn se 1llevdé a cabo dejando subir 1la tem
peratura hasta 180°C manteniéndose a esta temperatura durante
60 minutos hasta que se observé la desaparicién completa de co-
lor. Una vez frios los tubos se afadig 0.4 ml de molibdato amé-
nico al 5% ensulfdrico 2My 0.4 ml de reactivo de Fiske y Subba-
rov preparado de la siguiente manera:

2 g de l-amino-2-naftol-3-sulfdénico

120 g de metabisulfito sédico

12 g de sulfito sédico anhidro

1 1. de agua bidestilada

Para la perfecta disolucidn es preciso calentar

1 minuto al bafio maria.

Finalmente se completa hasta 10 ml con agua bides-
tilada, se agita suavemente y se colocan (tapados con bolas de
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vidrio) a bafio maria a 100°C durante 15 minutos hasta la comple
ta aparicién del color azul.

Una vez frios los tubos se lee en espectrofotéme-
tro a 830 nm.

Calculos

Con 1la den51dad 6ptica obtenida de esta forma se
reallzaron los cdlculos de la concentracién de fésforo lipidi-
Co segun la siguiente expresién.

DOP X VE
ax Vm x P

Siendo:
P = concentracién de fésforo lipidico total en
M8T por mg de proteina microsomal
DOP= absorbancia debida al fésforo total
a = pendiente de la recta de regresidén obtenida
para la curva patrén por minimos cuadrados en

ME

volumen de extracto lipidico en ml.

tm
It

Vm
P = mg de proteinas contenidas en 1la suspensidn

volumen de la alicuota del extracto lipidico

microsomal a partir de la que se realizd 1la
extraccidn de los lipidos

3. B. 6. 4. - Calculo de 1la relacién molar colesterol / fosfo-

liEidos

El cdlculo de la relacidén molar colesterol / fos-
foro lipidico se realizé segin la expresién:




c/P

c/p

a~}
[l

Paf
Pmc
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C x Paf
P x Pmc

relacién molar colesterol / fésforo

pg de colesterol por mg de proteinas
pg de fésforo por mg de proteinas
= peso atémico del fésforo (30.98)

= peso molecular del colesterol (388.66)




st

RESULTADOS

IV
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4. A.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN COLESTEROL EN CEREBRO, HIGA-
DO Y RINON A LO LARGO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Se ha estudiado la variacién en el contenido en
colesterol total, libre y esterificado en cerebro, higado y
rifién de embrién de pollo a lo largo del desarrollo como punto
de partida de nuestro trabajo puesto que las variaciones en
estos parametros pueden servirnos de indicio de los posibles

cambios metabélicos que ocurren en el mismo periodo.

4. A. 1.- VARIACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROL EN CEREBRO

En la tabla I aparecen indicados los resultados ob-
tenidos en la determinacién de los niveles de colesterol total,
libre y esterificado en cerebro embrionario expresados como mg
de colesterol en el drgano completo.

Estos valores se han representado en la figura 1
donde se observa claramente el extraordinario aumento detecta-
do en los niveles de colesterol total, que varian desde 0.5 has
ta valores prdéximos a 6 mg. Este aumento es debido fundamental-
mente al colesterol libre ya que los niveles de este pardmetro
siguen de forma muy préxima y paralela a los de colesterol to-
tal. El colesterol esterificado, por el contrario, no varia
prdcticamente a lo largo del periodo estudiado, manteniéndose

siempre en niveles inferiores a 0.5 mg.

Cuando los resultados se expresan como mg de coles-
terol observados en cada 100 mg de cerebro (tabla II fig. 2)
se aprecia igualmente una marcada acumulacién de colesterol,
acumulo que es patente a partir del dia 13 y hasta el 19 de
desarrollo embrionario, momento a partir del cual se mantie-

nen los niveles e incluso disminuyen un tanto. También en
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TABLA I

Evolucién en cerebro de embrién de pollo del -
contenido en colesterol total, libre Yy esterificado exprégé;
do como mg de colesterol en cerebro. Los resultados se expre-
san como la media de al menos cuatro experiencias. El I re-

presenta el error estindar de la media.

Edad del mg de colesterol en cerebro
embrién -
(dias) Total Libre -Esterificado

10 0.43%0.05 0.38% 0.04 0.05%0.01
11 0.58%0.02 0.53%0.02 0.05%0.01
12 0.68%0.02 0.63*% 0.02 0.05%0.01
13 1.11% 0.04 0.97% 0.04 0.14%0.02
14 1.67%0.10 1.48% 0.09 0.19%0.03
15 1.99*0.14 1.83% 0.13 0.16% 0.08
16 3.02* 0.08 2.89%0.09 0.13%0.02
17 4.38+ 0.27 4.09% 0.26 0.29%0.07
18 5.49+ 0.19 5.15% 0.18 0.34%0.33
19 5.70+ 0.15 5.29% 0.15 0.41+0.06
20 5.48 + 0.15 5.28* 0.14 0.20+0.02
21 5.83*%0.20 5.77 +0.20 0.06% 0.03
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Fig. 1.- Evolucién del contenido en colesterol total (e),
libre (%) y esterificado (#) en cerebro de embridn de
pollo a lo largo del desarrollo. Los resultados se ex-
presan como mg de colesterol en el cerebro completo y
son media de al menos cuatro experiencias y van acompa-
flados del S.E.M.
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TABLA II

Variacién en el contenido en colesterof;l total,
libre y esterificado expresado como mg de colesterol en 100 mg
de cerebro. Los resultados, son media de al menos cuatro expe-
riencias. E1 % representa el error estdndar de la media.

Edad del mg der colesterol / 100 mg de cerebro

embridn

(dias) Total Libre Esterificado
10 0.304 %0.01 0.260% 0.01 0.04 £0.004
11 0.363%*0.01 0.334% 0.01 0.03*0.004
12 0.305%*0.01 0.281*0.01 0.02*0.003
13 0.312%0.01 0.273% 0.01 0.04 *0.010
14 0.418* 0.02 0.361%0.02 0.05*0.010
15 0.435%0.02 0.400%0.02 0.03%*0.010
16 0.496* 0.01 0.475% 0.01 0.02*0.004
17 0.645% 0.01 0.600% 0.01 0.04 x0.010
18 0.705% 0.02 0.662%0.02 0.04 +t0.004
19 0.752% 0.02 0.698* 0.02 0.05%*0.007
20 0.657% 0.02 0.633+0.02 0.02+0.003
21 0.688+ 0.02 0.681%0.02 0.01%0.003
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Edad.del embrién (dias)

Fig. 2.- Variaciones en el contenido en colesterol total
(@), libre (%) y esterificado (#) en cerebro, expresado
como mg de colesterol por 100 mg de 6rgano, a lo largo

- del desarrollo embrionario. Los resultados son media de

al menos cuatro experiencias y van acompafiados del S.E.M.
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este caso el aumento del colesterol total es debido al libre
ya que el esterificado se mantiene casl constante.

En la tabla III (fig. 3) aparecen indicados los
porcentajes relativos de ambas formas de colesterol, libre y
esterificado, en cerebro embrionario. Segin se observa, el
colesterol libre supone siempre alrededor del 90% del total,
e incluso en el momento de la eclosién, el colesterol esteri-

ficado supone sdélo un 1% del total en cerebro.

4. A. 2. - VARIACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROL EN HIGADO

Se ha estudiado la evolucién en el contenido en
colesterol total, libre y esterificado en higado desde el dia

10 de desarrollo embrionario hasta el momento de la eclosién.

En la tabla IV (fig. 4) aparecen expuestas las va-
riaciones observadas en los niveles de colesterol total, libre
y esterificado expresadas como mg de colesterol en el drgano
completo. Segin se aprecia existe un aumento muy marcado en
los niveles de colesterol total sobre todo a partir del dia
12 y hasta el momento de la eclosién en donde la concentra-
cidén de colesterol es muy superior a la de cerebro en este
mismo dia. A diferencia del cerebro, la acumulacién de coles-
terol hepdtico es debida fundamentalmente al aumento en los
niveles de colesterol esterificado, ya que aunque los niveles
de colesterol libre también aumentan a lo largo de la incuba-
cién éstos suponen el dia 21 solo 3.8 mg frente a 52.7 mg de-
bidos al esterificado.

Cuando se expresan los resultados como mg de coles
terol en 100 mg de higado embrionario (tabla V, fig.Sb se ob-
serva, como en el. caso anterior, un patente aumento en el co-

lesterol total que viene a ser el dia 21 unas 20 veces superior
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TABLA III

Variacién en los porcentajes de colesterol libre
y esterlflcado en cerebro de embrién de pollo a lo largo del
desarrollo. Los resultados se expresan como media de al menos
cuatro experiencias. EI ¥ representa el error estdndar de la
media.

Edad del % del colesterol total
embrién
(dias) Libre Esterificado

10 87.71%1.25 12.29%1.25
11 92.22%1.16 7.78t1.16
12 92.027*0.84 7.98%0.84
B 13 87.50% 2.20 - 12.50% 2.20
- 14 88.91 +1.50 11.09%1.50
15 91.99 *1.20 8.01%1.20
16 95.85 % 0.71 6.05%0.71
17 93.37 *1.58 6.63%1.58
18 93.86 *0.48 6.14 *0.48
19 92.76 £ 0.97 7.24 £0.97
20 96.3910.40 3.61%0.40
+0.49 1.05*%0.49

21 98.95
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Fig. 3.- Evolucién de los porcentajes de colesterol libre
(%) y esterificado (#) respecto al total en cerebro de em
brién de pollo durante el desarrollo. Los resultados: son

media de al menos cuatro experiencias y van acompafiados del
S.E.M.
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TABLA 1V

Variacidon en higado de embridén de pollo en el

contenidc en colesterol total, libre y esterificado expresado

como mg de colesterol en el Srgano completo. Los resultados

se expresan como la media de al menos cuatro experiencias. El

¥ indica el error estandar de la media.

Bdad del mg de colesterol en higado
embridn
(dias) Total Libre Esterificado
10 0.28%* 0.03 0.16+ 0.02 0.11 20.01
11 0.18% 0.01 0.11%0.01 0.07 +0.01
12 0.29*+ 0.04 0.14+0.02 0.15 +0.02
13 0.85+0.08 0.35+0.05 0.51 *0.06
14 1.53%0.11 0.47 +0.04 0.06 ¥0.08
i 15 3.09%0.16 0.57+0.06 2.52 %0.14
16 8.18 £ 0.66 1.19+0.15 6.99 *0.58
17 12.15 +1.60 1.75+0.34 10.40 +1.39
18 20.38 +1.33 1.10+0.13 19.28 *1.28
19 25.26 £1.58 2.08*0.23 23.18 *1.46
.20 35.42 +1.47 2.71+0.23 32.71 £1.37
21 56.56 +1.63  3.04*0.15 53.52 +1.58
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Fig. 4.- Evolucidn del contenido en colsterol total (@),
libre (k) Yy esterificado (%) en higado de embrién de pollo
a lo largo del desarrollo. Los resultados se expresan éen
escala logaritmica) como mg de colesterol observados en
el higado completo y son media de al menos cuatro experien

cias
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TABLA V

; Evolucidn en el contenido en colesterol total,
ilibré’y esterificado en higado de embrién de pollo a lo largo
del desarrollo. Los resultados son media de al menos cuatro
experiencias. E1 I representa el error estidndar de la media.

P o

Edad del mg de colesterol / 100 mg de higado
embricn

(dias) Total Libre Esterificado

10 0.65%0.05 0.392 *0.033 0.21 +0.019

11 0.39%£0.02 0.226 +0.013 0.14 +0.009

12 0.41%0.03 0.224 0.012 0.33+0.030

14 0.99 *0.08 0.302 *0.030 0.69 *0.059

15 0.31%0.09 0.246 *0.027 1.06 +0.076

16 2.32%0.12 0.338 ¥ 0.039 1.98 £0.108

17 3.48 *0.39 0.432 ¥ 0.048 3.05 +0.340

18 5.20 +0.28 0.382 *0.030 4.82 +0.261

.19 5.52 +0.46 0.454 *0.039 5.07 +0.424

20 6.36 +0.22 0.487 ¥ 0.017 5.78 +0.206

T2 -8.80%0.19 0.590 +0.087 8.21+0.197
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Fig. 5.- Variaciones en el contenido en colesterol total
(@), libre (%) y esterificado (%) en higado, expresados
como mg de colesterol por 100 mg de 6rgano,a lo largo

del desarrollo embrionario. Los resultados son media de

al menos cuatro experiencias y van acompafiados del S.E.M.
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al detectado los dias 10-11 de desarrollo embrionario. También
en este caso, la acumulacidén de colesterol hepdtico es debida
al colesterol esterificado, ya que el colesterol libre aunque

aumenta un tanto permanece en niveles minimos y prdcticamente
constantes.

' Los porcentajes relativos de colesterol libre y
esterificado se han representado en la tabla VII (fig.6). El
porcentaje de colesterol libre, que suponia en los dias 10-11
de incubacidn alrededor del 60%, disminuye de forma acusada
desde el dia 11 produciéndose una inversidén en los porcentajes
de tal forma que en el dia 18 elcolesterol libre supone solo
un 7% del total. Desde este momento hasta la eclosidén los por-
centajes de colesterol libre y esterificado se mantienen préc-
ticamente constantes.

4. A. 3. - VARIACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROL EN RINON

Se han determinado los niveles de colesterol total,
libre y esterificado en rifién embrionario entre los dias 11 y
21 de desarrollo. Debemos mencionar que al hablar de rifién em-

brionario nos referimos siempre a la suma de ambos rifiones.

En la tabla VII (fig. 7) se han representado los
valores obtenidos en cuanto a los niveles de colesterol en el
érgano completo. Segin se observa también en este drgano exis
te un patente aumento en los niveles de colesterol total, aumen
to que es mias marcado a partir del dia 14 de desarrollo y que
continda hasta el dia 20-21. A pesar de esta acumulacidén de
colesterol los niveles de éste en rifiédn son mucho menores a
los existentes en cerebro e higado. Como en el caso del cere-
bro la acumulacién de colesterol es debida fundamentalmente
al colesterol libre. El colesterol esterificado, aunque aumen-
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TABLA VI

Porcentajes relativos de colesterol libre y este-

rificado en higado embrionario durante el desarrollo.

Los re-

. . . +
sultados son media de al menos cuatro experiencilas. El - re-

presenta el error estdndar-de la media.

Edad del
embrioén
(dias)

¢ del colesterol total

Libre

Esterificado

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
| 20
21

64.94 +1.01

61.53 +1.30
48.36 + 2.89
40.37 +4.50
30.60 +1.79
18.77 +1.60
14.58 +1.50
12.42 +1.05
7.35 +0.46
8.23 +0.76
7.66 +0.56
6.71 +0.98

35.06 * 1.01
38.47 % 1.30
51.64 * 2.89
59.63 * 4.50
69.84 % 1.79
81.23 % 1.60
85.42 % 1.50
87.51 % 1.05
92.65 *0.46
91.77 *0.76
92.34 £0.56
93.29 +0.98
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Fig. 6.- Evolucién de los porcentajes de colesterol libre
(%) vy esterificado (%) respecto al total en higado de em-
brién de pollo durante el desarrollo. Los resultados son
media de al menos cuatro experiencias y van acompafiados del
S.E.M.
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TABLA VII

A Variacién en el contenido en colesterol total,
libre y esterificado en rifién de embrién de pollo durante el
desarrollo. Los resultados son media de al menos cuatro expe-

riencias. Los ¥ representan el error estdndar de la media.

Edad del mg de colesterol en rifién

embridn |

(dfias) Total Libre Esterificado
11 0.053 X¥0.01 0.043 ¥ 0.008 0.010 *0.008
12 0.088 £0.03 0.068 ¥ 0.024 0.019 *0.010
13 0.115%0.02 0.090 *0.016 0.025*0.004
14 0.134 £0.02 0.114 X 0.017 0.020 *0.003
15 0.266 X0.01 0.210X0.008 0.056 *0.003
16 0.361X0.02 0.297 *0.017 0.062X0.006
17 0.46510.03 0.406 ¥ 0.028 0.059X0.010
18 0.504 *0.03 0.456 ¥ 0.028 0.047 £0.009
19 0.61220.02 0.530 £0.020 0.081*0.009
20 0.708 X 0.01 0.624 0.013 0.083*0.006
21 0.714 20.04 0.650 X 0.036 0.063*0.006




-153-

0.6}
~~ ]
oo
1=
St
—
o
~
(] )
FE) 1
n
s 04}
-
o
(&
0.2
4

Edad del embrién (dias)

Fig. 7.- Evolucidén del contenido en colesterol total (e),
libre (%) y esterificado (#) en rifién de embridén de pollo
a lo largo del desarrollo. Los resultados se expresan co-
mo mg de colesterol observados en ambos rifiones, siendo
media de al menos cuatro experiencias y van acompafiados
del S.E.M. '
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TABLA VIII

Evolucién, en rifién de embrién de pollo, del con-

tenido en colesterol total, libre y esterificado expresados
como mg de colesterol en 100 mg de rifién. Los resultados son
media de al menos cuatro experiencias. El1 I significa el error
estandar de la media.

Edad del mg de colesterol / 100 mg de rifién
embridén ,

(dias) Total Libre Esterificado
11 0.461 X0.03 0.378 £0.030 0.083*0.018
12 0.463 £0.01 0.360 £0.025 0.101 *0.024
13 0.462 t0.03 0.361 20.024 0.101 *0.008
14 0.442 0.0t 0.377 20.012 0.065%0.009
15 0.414 *0.02 0.327 X0.016 0.086 +0.005
16 0.425 *0.01 0.349 *0.008 0.075*0.006
17 0.436 *0.02 0.381 X0.020 0.055*0.011
18 0.444 *0.01 0.402 *0.028 0.042 +0.008
19 0.456 +t0.01 0.395 £0.011 0.060 *0.006
20 0.428 *0.05 0.377 *0.044 0.051+0.006
21 0.410 +0.01 0.373 £0.009 0.037 + 0.0063
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Fig. 8.- Variaciones en el contenido en colesterol total
(@), libre (%) y esterificado (#) en rifién exprésados co
mo mg de colesterol por 100 mg de 6rgano a lo largo del
desarrollo embrionario. Los resultados son media de al

menos cuatro experiencias y van acompaflados del S.E.M.
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ta un tanto desde el dia 10 hasta el momento de la eclosién,
se halla en niveles minimos.

El nivel de colesterol expresado como mg en 100
mg de tejido fresco (mg/100 mg) no varia prdcticamente a lo.
largo del periodo estudiado e incluso parece disminuir un tan-
to (tabla VIII, fig. 8). Mientras los niveles de colesterol es-
terificado son minimos y parecen disminuir hacia el final del
periodo de incubacidn, el colesterol esterificado no experimen
ta grandes variaciones y se halla en niveles netamente superio

res.

El porcentaje de colesterol libre, segin aparece
indicado en la tabla IX (fig. 9), es siempre superior al de

esterificado como ocurria en cerebro pero a diferencia de éste,
el colesterol libre constituye menos del 90% del total, aunque
parece aumentar un tanto desde el dia 15 hastael momento de la

eclosién.

4. A. 4. - CAMBIOS EN EL PESO DE CEREBRO, HIGADO Y RINON EM-
BRIONARIO

Se ha estudiado, paralelamente al contenido en
colesterol, la evolucidn del peso fresco de cerebro, higado y
rifién de embrién de pollo a lo largo del desarrollo. Los re-
sultados aparecen reflejados en la tabla X (fig. 10).

El peso del cerebro es en cualquier momento del
desarrollo embrionario netamente superior al del higado o ri-
fin. Todos los dJrganos estudiados aumentan su peso de forma
notable entre los dias 10 y 21 de desarrollo embrionario como
es l6gico en la etapa de desarrollo estudiada que coincide con
‘un aumento muy marcado del peso del embridén. En el rifién, a pe
sar de que aumenta su peso de forma acusada, los valores obte-

nidos son mucho menores que los de cerebro o higado.
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TABLA IX

Variacién en el porcentaje de colesterol libre y
‘ esterificado, en rifién de embridn de pollo a lo largo del de-
- sarrollo. Los resultados se expresan como media de al menos
Ccuatro experiencias. E1 % representa el error estdndar de 1la
media.

Edad del % del colesterol total
embrién
(dias) Libre ‘Esterificado

11 82.00*3.74 18.00+3.74
12 78.21*5.13 21.79 +5.13
13 78.08*1.02 21.92+1.02
14 85.25*1.93 14.75 +1.93
15 79.06 X 0.76 " 20.94 +0.76
16 82.33*1.40 » 17.67 +1.40
17 87.28 £2.40 12.72 +2.40
18 90.61 *1.60 9.39 +1.60
19 96.65 +1.37 13.35 +1.37
20 88.18 +0.78 - 11.22 +0.78

21 91.04 +0.69  8.96 +0.69




-158-

1001
—_
o
A
—
o]
-
(0]
e 501
/2]
(]
Lo
]
&)

1 1 1 1 L 1
10 12 14 16 18 20

Edad del embrién (dfas)

Fig. 9.- Evolucién de los porcentajes de colesterol libre
(s¢) y esterificado (%) respecto al total, -en rifién de em-
brién de pollo durante el desarrollo. Los resultados son

media de al menos cuatro experiencias y van acompafiados
del S.E.M.
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TABLA X

: Evolucién del peso fresco de cerebro, higado y ri-
fion de embrién de pollo a lo largo del desarrollo. Los resul-
tados se expresan como media de al menos veinte pollos. El :

representa el error estdndar de la media.

Edad del Peso fresco en mg
embrién
(dias) Cerebro Higado Rifidén
10 132+ 8 35t 3 -
11 160 7 60 6 11 +£1
12 274 10 87t 7 19 *+ 2
13 31710 144 £ 13 27 £ 1
14 408 * 13 205 * 11 31 £ 5
15 422 18 257 11 63 * 5
16 527 *17 282 116 85 t 3
17 588 * 20 359 *17 92 + 7
18 681 * 32 446 * 21 107 * 6
-19 746 t 34 503 * 20 135 * 5
20 798 * 47 556 16 166 *10
21 846 * 74 645 * 25 173 + 8
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Fig. 10.- Variaciones en el peso fresco del cerebro (%),

higado (%) y rifién (e) de pollo durante el desarrollo em-
brionario. Los resultados son media de al menos veinte po

1los y van acompafiados del S.E.M.
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4. B. - EVOLUCION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS MEVALONATO
CINASA, FOSFOMEVALONATO CINASA Y PIROFOSFOMEVALONATO
DESCARBOXILASA A LO LARGO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Teniendo en cuenta los grandes cambios metabdlicos
que tienen lugar en los tejidos embrionarios nos parecié con-
veniente determinar la actividad de las tres enzimas implica-
das en la fosforilacién y descarboxilacién del MVA en cerebro,
higado, intestino y rifién de embrién de pollo a lo largo del
desarrollo.

Cada una de las experiencias realizadas a lo lar-
go de la edad se han efectuado sobre embriones procedentes de
una misma tanda de huevos e incubados al mismo tiempo, para
evitar fluctuaciones que no correspondieran a variaciones nor-
males en la actividad enzimdtica.

4. B. 1. - CAMBIOS EN CEREBRO

Se ha realizado el estudio de las actividades me-
valonato cinasa, fosfomevalonato cinasa y pirofosfomevalonato

descarboxilasa en cerebro durante el desarrollo embrionario.

Los resultados obtenidos aparecen indicados en
la tabla XI (fig. 11). Segin se observa la actividad mevalo-
nato cinasa no varia de forma muy acusada entre los dias 10
y 15 de desarrollo embrionario pero a partir de este momento,
y hasta la eclosién, la actividad aumenta de forma patente.
La fosfomevalonato cinasa, por el contrario, no varia précti-
camente a lo largo del periodo estudiado. Segun se indica en
la tabla XI la cantidad de PMVA es siempre superior a la de
PPMVA. '
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TABLA XI

Variacién, en el cerebro embrionario, de la fosforilacién y descarboxila-

. 2 - . - +
cioén del MVA. Los resultados se expresan como la media de tres experiencilas. El -
representa el error estdndar de la media. La actividad PPMVA descarboxilasa repre

senta la cantidad de Cozobservado. La actividad PMVA cinasa representa la suma de

CO2 y PPMVA. La actividad MVA cinasa representa la suma de CO2 PMVA y PPMVA.

Edad del Derivados fosforilados Actividad especifica

embridn observados (nmol/mg/30min) (nmol/mg prot/30min)

(dias) PPMVA PMVA " PPMVA desc. PMVA cinasa MVA cinasa
10 64.50 % 1.05 112.40 % 2.07 24.45% 2.75 .88:95*% 2.94 201.35% 3.60
11 86.45 * 5.58 84.21*7.52 24.19% 2.14 110.64 % 5.98 194.85% 9.61
12 58.12 £ 1.97 91.51+ 2.33 21.91% 0.95 80.03% 2.19 171.54 % 3.20
13 70.13 £ 2.76 127.22%3.71 21.862% 1.55 91.99%*3.17 219.21% 4.88
14 102.16 £ 3.80 76.39 % 3.60 27.82%1.08 129.98t 3.95 206.37 % 5.34
15 87.53 £5.30 59.36 +1.40 29.56 + 2.62 117.09 % 5.91 176.451 6.08
16 79.72 £1.67 109.35%1.34 32.62*1.72 112.34 % 2.40 189.07 % 2.75
17 65.54 £3.02 118.40 2 7.20 32.84 0.74 97.98 £ 2.11 216.38 + 7.84
18 93.64 *8.40 117.21 + 2.81 43,33 +4.03 136.97 * 9.32 254.18 £ 9.73
19 81.79 £6.23 164.48 + 3.80 43.09 +5.63 124.88 +8.40 289.36¥9.22
20 93.75 *5.80 180.07 +7.95 35.16 £1.60 128.9116.02 308.98 1 9.97
21 56.24 *1.21 230.41 +3.39 24.04 +2.04 80.28 *2.37 310.69 * 4.14
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Fig. 11.- Variaciones en las actividades enzimdticas: me-
valonato cinasa (@), fosfomevalonato cinasa (%) y pirofos
fomevalonato descarboxilasa (m) en cerebro de embrién de
pollo durante el desarrollo. Los resultados son media de

- . + o
al menos tres experiencias - S.E.M.
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La actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa,
que es netamente inferior a la de las otras enzimas, sufre un
claro aumento duplicdndose su actividad desde el dia 13 hasta
el 18-19 de incubacién para descender mds tarde a niveles se-

mejantes a los iniciales en el momento de la eclosién.

4. B. 2. - CAMBIOS EN HIGADO

Se han estudiado las actividades mevalonato cina-
sa, fosfomevalonato cinasa y pirofosfomevalonato descarboxi-
lasa en higado, desde el dia 10 al 21 de desarrollo embriona-

rio.

La actividad mevalonato cinasa, que entre los dias
10 y 13 se mantienen casi constante, sufre una disminucién el
dia 15 y experimenta mds tarde un aumento recuperandose 1los
valores de actividad iniciales en el dia 20 de incubacidn
(tabla XII , fig. 12).

En 1la misma tabla y figura se ha representado la actividad fos-
fomevalonato cinasa que, segin se observa, no varia de forma

notable a lo largo del periodo de incubacidn.

La actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa
hepitica se mantiene en niveles muy bajos y en general muy
poco variables. En todo caso, parece observarse una ligera
disminucién en la actividad de la enzima que oscila desde va-

lores préximos a 10 hasta valores de 6 nmoles X min'1 X mg prot'1

4. B. 3. - CAMBIOS EN INTESTINO

En la tabla XIII (fig. 13) aparecen indicadas las
variaciones observadas en las actividades mevalonato cinasa,
fosfomevalonato cinasa y pirofosfomevalonato descarboxilasa

de intestino a lo largo del desarrollo embrionario.



TABLA XII

Variacién en el higado embrionario de la fosforilacién y descarboxilacidn
del MVA. Los resultados se expresan como la media de tres experiencias. E1 repre
senta el error estdndar de la media. La actividad PPMVA descarboxilasa representa
la cantidad de CO, desprendido. La actividad PMVA cinasa representa la suma de CO2
y PPMVA. La actividad MVA cinasa representa la suma de co, PMVA y PPMVA observado.

Edad del Derivados fosforilados Actividad especifica

embridn observados (nmol/mg/30min) (nmol / mg prot / 30 min)

(dfas) PPMVA PMVA PPMVA desc. PMVA cinasa MVA cinasa
10 110.9+ 8.75 165.1*5.54 10.74 £ 0.62 121.6+ 8.77 286.7%10.37
11 143.7+11.28 127.5%9.56 10.79 % 1.38 154.5*11.36 282-1%17.69
12 129.2% 9.59 146.3%8.60 10.49% 1.24 140.0 % 9.67 275.9%12.94
13 132.1*% 4.13 143.8*% 3.74 6.41%0.28 138.5+ 4.14 282.4* 5.58
14 162.3+17.80 88.6% 7.06 10.08 £ 1.29 172.4 £17.84 260.9* 19.90
15 106.7+ 7.35 61.2%4.70 8.08*0.20 114.8 + 7.35 176.0% 8.73
16 108.7+ 8.04 76.7% 4.15 8.64+0.74 117.4 + 8.07 194.1% 9.08
17 103.7+ 2.37 86.2*% 1.07 6.01+0.27 109.7 + 2.39 196.0% 2.61
18 117.6+ 5.17 104.8* 8.96 6.18*0.74 123.8 £ 5.22 228.6110.37
19 115.1+ 7.46 113.1%* 4.89 6.10% 0.50 121.2 + 7.48 234.3 % 8.93
20 116.8+ 6.66 146.8 £ 3.69 7.10+0.98 123.9+ 6.73 270.8* 7.68
21 113.8 +10.91 78.4 £5.49 6.17+0.18 120.0 +10.91 192.2+12.21

=S91-



Actividad especifica

(nmol/mg prot/30 min)

-166-

300

100}

10 W

Edad del embridén (dias)

Fig. 12.- Variaciones en las actividades enzimdticas: me-
valonato cinasa (@), fosfomevalonato cinasa (¥) y pirofos
fomevalonato descarboxilasa (m) en higado de embridén de
pollo durante el desarrollo. Los resultados son media de
al menos tres experiencias * S.E.M. '



TABLA XIII

Variacién en el intestino embrionario de la fosforilacién y descarboxila-
cién del MVA. Los resultados se expresan como la media de tres experiencias. El z
representa el error estdndar de la media. La actividad PPMVA descarboxilasa repre-
senta la cantidad de CO2 observado. La actividad PMVA cinasa representa la suma de

CO2 y PPMVA. La actividad MVA cinasa representa la suma de CO2 PMVA y PPMVA.

Edad del Derivados fosforilados Actividad especifica

embridn observados (nmol/mg/30min) (nmol/mg prot/30min)

(dias) PPMVA PMVA PPMVA desc. PMVA cinasa MVA cinasa
10 106.1 £ 5.76 254.2*+11.25 1.99%0.48 108.1+ 5.78 360.2%12.65
11 105.2 % 6.38 250.5+14.22 7.201‘1.26 112.4 + 6.50 355.7%15.64
12 94.4 % 9.17 221.5%15.28 7.68% 0.71 102.1t 9.20 323.6*% 18.83
13. 127.2 £15.79 217.6 +13.03 7.37%0.54 134.5 +15.80 344.8 % 20.48
14 162.2 % 9.60 115.8 + 8.71 12.35% 0.68 174.5% 9.63 277.9*12.98
15 117.9 + 9.36 80.9* 2.30 11.7721.14 129.6 * 9.43 198.9% 9.71
16 139.8 + 7.71 89.3% 6.52 11.11%0.89 150.9% 7.76 229.1%10.14
17 117.5+ 4,36 111.7 £11.05 9.43%1.10 126.9% 4.50 238.6%11.93
18 149.4 +10.32 109.3% 7.07 5.45%1.09 154.9 *10.38 258.7%12.56
19 104.9 +12.07 128.7%13.21 8.30%0.78 113.2%12.10 233.5%17.91
20 98.1 % 6.22 129.8%10.87 10.01%1.02 108.1% 6.30 227.9%12.57
21 49.2 % 0.42 135.4% 4.18 8.63% 0.59 57.8% 0.72 184.6 % 4.24

-L91-
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Fig. 13.- Variaciones en las actividades enzimdticas: me-
valonato cinasa (@), fosfomevalonato cinasa (%) y pirofos
fomevalonato descarboxilasa (m) en intestino de embrién de
pollo durante el desarrollo. Los resultados son média de
al menos tres experiencias ¥ S.E.M.
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La mevalonato cinasa sufre una disminucién nota-
ble en su actividad desde el dia 10 al 15 de desarrollo em-

brionario, manteniéndose mds tarde en niveles inferiores pero
casi invariables.

Tampoco en este caso, como en el resto de los 6r-
ganos, la actividad fosfomevalonato cinasa presenta variaciones
muy acusadas de actividad manteniéndose dentro de unos mirgenes
limitados durante los dias estudiados.

La actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa
ofrece un patente aumento desde el dia 10 al 14, momento a
partir del cual se mantiene o incluso disminuye un tanto pero
de forma poco acusada. '

4. B. 4. - CAMBIOS EN RINON

Las variaciones observadas en las actividades en-
zimdticas implicadas en la fosforilacidén y descarboxilaciédn
del MVA en rifién de embrién de pollo se han representado en
la tabla XIV (fig.14).

La actividad mevalonato cinasa, ofrece unos ni-
veles un tanto variables oscilando en pequefios periodos de tiem
po. Sin embargo, en conjunto, no se aprecian grandes variacio-

nes en el patrén de desarrollo.

La actividad fosfomevalonato cinasa no varia sen-
siblemente, aunque los valores obtenidos entre los dias 17 y
21 de desarrollo son un tanto inferiores a los determinados

entre 11 y 16 dias.

La pirofosfomevalonato descarboxilasa sufre un
aumento en su actividad el dia 11 manteniéndose en niveles
elevados, aunque inferiores a los observados en cerebro, desde
el dia 12 al 15 y descendiendo desde este momento hasta la eclo

sién a niveles mas bajos.
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TABLA XIV

Variacién en el rifién embrionario de la fosforilacién y descarboxilacidn
del MVA. Los resultados se expresan como la media de tres experiencias. El z repre
senta el error estandar . de la media. La actividad PPMVA descarboxilasa representa
la cantidad de CO2 observado. La actividad PMVA cinasa representa la suma de CO2 y
PPMVA. La actividad MVA cinasa representa la suma de CO2 PMVA y PPMVA observados.

Edad del Derivados fosforilados Actividad especifica

embridn observados (nmol/mg/30min) (nmol/mg prot/30min)

(dias) PPMVA PMVA PPMVA desc. PMVA cinasa MVA cinasa
11 89.5*7.84 121.1+£10.12 8.1710.88 97.8% 7.89 210.71 12.83
12 84.1+3.21 145.9 + 8.72 15.97 +0.39 100.1% 3.23 230.0% 9.30
13 68.7 +7.32 176.1 +14.31 16.69 1 0.81 85.41 7.36 244 .81 16.09
14 79.2 + 5.43 175.0 +10.15 16.50%% 1.22 95.7% 5.57 254.3% 11.58
15 101.0 +5.72 96.2 t 6.86 16.78 £ 0.14 117.8% 5.72 197.2t 8.93
16 129.4 + 8.49 131.7 £12.24 12.86 % 1.55 142.3% 8.63 261.1%14.98
17. 51.8%2.48 123.4 £12.52 5.78% 0.51 57.5% 2.53 175.1+t 12.72
18 74.4£6.07 177.9 % 9.29 8.64%0.99 82.916.15 252.3* 11.14
19 84.21t4.73 152.3 % 6.88 7.39%1.14 91.6 * 4.87 236.5+ 8.43
20 68.5*5.15 227.8 % 3.26 9.25%1.13 77.7 £5.27 296.3* 6.20
21 39.210.47 136.2 + 2.83 7.83%0.69 47.02*0.83 175.4+ 2.95
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300}

100}

Actividad especifica(nmol/mg prot/30 min)

[ 1 £ 1 b 1 i 1 1 1 'l 1

10 12 14 16 18 20

Edad del embridén (dias)

Fig. 14.- Variaciones en las actividades enzimdticas: me-
valonato cinasa (@), fosfomevalcnato cinasa (%) y pirofos
fomevalonato descarboxilasa (@) en rifién de embridn de po
11o durante el desarrollo. Los resultados son media de al

- - +
menos tres cxperiencias - S.E.M.
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4. C.- INCORPORACION DE 2-14C—MVA A LO LARGO DEL DESARROLLO

EMBRIONARIO E INMEDIATO A LA ECLOSION

Con objeto de comprobar la capacidad de utiliza-
cién de dcido mevaldénico (uno de los precursores colesterogé-
nicos mas cominmente empleados) por los distintos &6rganos em-
brionarios, se ha realizado la medida de la velocidad de in-
corporacidén de este sustrato tanto a lipidos insaponificables
como a CO2 desprendido como consecuencia del 'shunt'" del MVA

durante el periodo embrionario.

4. C. 1. - INCORPORACION VIA "SHUNT"

14CO2 des-

prendido como consecuencia del '"'shunt'" a partir de MVA en ce-

Se ha efectuado la determinacidn ‘del

rebro, higado, intestino y rifién de embrién de pollo. Los re-
sultados obtenidos se presentan en la tabla XV en la que se
observa que la formacién de 14CO2 debida al '"shunt' del MVA

es prdcticamente nula en el cerebro y en el higado.

Sin embargo, en intestino y rifién (tabla XV, fig.
15), el CO2 debido al "shunt'" del MVA es considerable y en am-
bos 6rganos el perfil de la curva obtenida es semejante, sien

do los niveles un tanto superiores en el caso del intestino.

4. C. 2. - INCORPORACION A LIPIDOS INSAPONIFICABLES

Se ha estudiado a lo largo del desarrollo la velo
cidad de incorporacién del MVA en lipidos insaponificables to
tales, asi como la determinacidén de la incorporacién a dis-
tintos compuestos isoprenoides insaponificables sintetizados
a partir del sustrato en cerebro, higado , intestino y rifién

de embridén de pollo.
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TABLA XV

, Cambios en la produccidn de 14CO2 a partir de
2n14C—MVA como consecuencia del "shunt" en cerebro, higado, in-

testino y rifién embrionarios. Los resultados son media de cuatro

determinaciones y van aqompaﬁados del error estdndar de la me-
dia. (nd = no detectado)

Edad del 14CO2 desprendido (nmoles/g/h)
embridn
(dfas) Cerebro Higado Intestino Rifién
10 nd nd 25.97 1 1.25 _————
11 -- -- ———- 18.11 £1.95
12 nd nd 17.50 % 1.52 _———-
14 nd nd 15.13 % 1.49 11.74 *0.92
16 nd nd 15.24 * 0,98 13.47 *1.24
19 ‘nd nd 22.41%2.01 17.13 X1.68
21 nd nd 12.61%1.42 10.45*1.05




2—14C-MVA metabolizado

a ]4C02 (nmoles x g'1x h'1)

-174-

2

-
Q
Y

1 1 1 Nl 1 1
10 12 14 Tt 19 21
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Fig. 15.- Cambios en la produccién de 14

2—14C-MVA como consecuencia del "shunt'" en intestino (%)
y rifién (%) de pollo durante el desarrollo. Los resulta-

. . . +
dos son media de al menos cuatro determinaciones - S.E.M.

€O, a partir de
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4. C. 2. 1. - Incorporacién en cerebro

En la tabla XVI (fig. 16) Se han representado los
cambios en la velocidad de incoerporacién de MVA a lipidos in-
saponificables totales en cerebro de pollo durante el desarro-
1lo perinatal. La tasa de incorporacién es bastante elevada y
poco variable entre los dias 10 y 19 de desarrollo embrionario,
momento a partir del que disminuye hasta alcanzar niveles in-
feriores el dia 2 tras la eclosidn.

Durante el periodo de desarrollo estudiado el ce-
rebro de pollo muestra un incremento acusado en el peso y una
disminucién en el contenido de agua. En algunos casos (como,
presumiblemente en el proceso de mielinizacién) los cambios
en las tasas de sintesis y niveles enzimdticos pueden ser el
resultado de una regulacién intracelular y por ello indepen-
dientes del patrén de crecimiento del 6rgano. Los valores re-
feridos al cerebro completo son independientes de cambios im-
portantes en el peso. Por estas razones en la tabla XVI (fig.
17) s$4ha expresado asi mismo la velocidad de incorporacién
de 2-

to. Mediante esta forma de expresién se observa claramente

C-MVA a lipidos insaponificables en el cerebro comple-

un gran aumento en la capacidad de utilizacién del MVA desde
el dia 10 al 19 para disminuir m4s tarde hasta el dia 2 de vi-
da postnatal.

Cuando se observan las variaciones en la cantidad
de sustrato incorporado a cada uno de los lipidos insaponifi-
cables medidos (tabla XVII, fig. 18) se aprecia que mientras
que los niveles de colesterol, lanosterol y demosterol dis-
minuyen de forma clara a partir del dia 16, la radiactividad
incorporada a un compuesto no identificado que se observa en
todos los casos aumentan de forma acusada durante el mismo

periodo.
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Fig. 16.- Variacidén en la incorporacién de 2-14C-MVA a lipidos

insaponificables totales en cerebro de pollo durante el periodo
perinatal. Los resultados se expresan como nmoles incorporados
por gramo y por hora. Los valores son media de al menos cuatro

determinaciones y van acompafiados del S.E.M. La linea discon-

tinua representa dias tras la eclosidn.
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Fig. 17 .- Variacién en la incorporacién de 2—14C—MVA a lipi-

dos insaponificables totales en cerebro de pollo durante el
desarrolloembrionario.Los resultados se expresan como nmol

incorporados por hora en un cerebro completo.



Variacidén en la incorporacién de 2-

TABLA XVII

14 C MVA a distintos lipidos insaponi-

flcables en cerebro de pollo durante el desarrolio perinatal. Los resultados son
media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del error estdndar

de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (nmoles/g /h)
embridn
(dfas) Escualeno Lanosterol Colesterol Desmosterol Desconocido

10 1.28 £0.24 6.79+0.97 5.20*+0.21 3.00%0.12 5.96 £ 0.38 I
12 0.47 £0.12 8.96 £ 0.57 5.79 +0.28 3.27%0.24 7.83%0.26 g
14 0.60*0.12 8.10+0.58 5.39 +0.55 2.73*0.11 7.29%1.01 '
16 0.41+0.06 8.84 +1.29 6.69+0.61 3.65%0.18 7.84*0.86
19 0.33+0.05 8.45+0.58 4.73+0.27 2.19%0.19 9.14 t0.65
21 0.38+0.03 5.39 +0.53 4.14 + 0.41 1.66%0.20 10.45*0.54
+2 0.47+ 0.06 2.13+0.22 3.32+0.34 1.15%0.14 8.73%0.85
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14C-MVA a distintos

lipidos insaponificables en cerebro de pollo a lo largo del de-

Fig. 18.- Variacidn en la incorporacién de 2-

sarrollo perinatal. Los resultados son media de al menos cuatro
determinaciones ¥ S.E.M. (%) escualeno; (%) lanosterol; (m) co-
lesterol; (#) desmosterol; (e) no identificado.
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En la tabla XVIII (fig. 19) aparecen indicados
los porcentajes relativos de incorporacién desde el sustrato
a distintos lipidos insaponificables. El lanosterol, coleste-
rol y el compuesto no identificado se hallan en porcentajes
préximos al 25%. A partir del dia 16 se observa un notable
aumento en el porcentaje de incorporacidén al compuesto no
identificado, aumento que va acompafiado de una disminucién en
el lanosterol. La incofporacién a desmosterol disminuye tam-
bién desde un 13 a un 7% dos dias tras la eclosién.

4. C. 2. 2. - Incorporacidén en higado

La tasa de incorporacién de MVA a lipidos insapo-
nificables totales en el higado ha resultado ser muy elevada
los primeros dias de estudio, para disminuir de forma muy pa-
tente desde el dia 12 de desarrollo embrionario hasta 2 dias
tras la eclosién (tabla XIX, fig. 20). Cuando la incorporacidn
se expresa como nmoles de sustrato incorporado por horaen el hi-
gado completo (tabla XIX, fig. 21) la incorporacidén aumenta,

por el contrario, claramente durante el periodo embrionario.

En cuanto a la incorporacidén de MVA a los distin-
tos lipidos insaponificables, los resultados se expresan en
la tabla XX (fig. 22) . La incorporacidén a colesterol aumen-
ta entre los dias 10 y 12 para disminuir a partir de este mo-
mento bruscamente hasta el dia 14 manteniéndose durante el
resto del periodo estudiado en niveles muy bajos. También los
niveles de incorporacién a escualeno disminuyen de forma nota-
ble desde el dia 14. Sorprendentemente la tasa de incorporacidn
de MVA a ubiquinona muestra un aumento muy acusado desde el dia
10 al 19 de desarrollo embrionario descendiendo a’partir de

este momento.
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TABLA XVIII

14:_MVA a distintos 1i-

pidos insaponificables en cerebro de pollodurante el desarrollo perinatal. Los re-

Variacién en el porcentaje de incorporacién de 2-

sultados son media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del error
estidndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (%)
embridn

(dias) Escualeno . Lanosterol Colesterol Desmosterol Desconocido
10 5.77t1.08 30.54 +4.39 23.40*t0.72 13.47 + 0.58 26.81% 1.54
12 1.70%0.47 34.07 £1.99 22.02*0.88 12.43 +0.86 29.78% 0.63
14 2.502%0.50 33.57 +2.20 22.37* 2.14 11.32£0.14 30.24% 3.91
16 1.51%20.23 32.22 +4.53 24.39+1.91 13.29 £ 0.40 28.59% 2.99
19 1.34%0.20 34.02*1.44 19.04 + 0.40 8.80*0.61 36.74% 1.73
21 1.74 *0.15 24.48 + 2.47 18.79+0.20 7.56*0.67 47.47% 2.02
2.991%0.21 13.48 £ 0.37 21.00+ 0.54 7.28%0.19 55.27%0.47

+2
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Fig. 19.- Cambios en el porcentaje de incorporacidn de 2-14C—MVA

a lipidos insaponificables en cerebro de pollo durante el perio-
do perinatal. Los resultados son media de al menos cuatro deter-
minaciones ¥ S.E.M. (%) escualeno; (%) lanosterol; (w) coleste-

rol; (%) desmosterol; (e) no identificado.



Variacién en la incorporacién de 2-

-184-

TABLA XIX

4o MVA a 1i-

pidos insaponificables en higado de pollo durante el desarro-

1lo perinatal. Los resultados se expresan como media de al me-

nos cuatro determinaciones y van acompafiados del error estédn-

dar de la media. El dia +2 se refiere al dia segundo después

de la eclosion.

Edad del Lipidos insaponificables
embridn
(dias) nmoles /g /h nmoles / h /cerebro

10 72.07 X 1.44 2.8210.05
12 87.78 £ 6.08 7.64 %0.53
14 59.71 1 3.66 12.24 % 0.75
16 53.33%2.49 15.04 X 0.70
19 47.45% 2.35 23.87%1.18
21 38.02%0.59 24.52% 0.38
+2 24.5121.19 ————
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Fig. 20.- Variacién en la incorporacién de 2-14C—MVA a lipidos

insaponificables totales en higado de pollo durante el periodo
perinatal. Los resultados se expresan como nmoles incorporados
por gramo y por hora. Los valores son media de al menos cuatro
determinaciones y van acompafiados del S.E.M. La linea disconti-

nua representa dias tras la eclosién.
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Fig. 21.- Cambios en la incorporacién de 2-14C-MVA a lipi

dos insaponificables totales en higado de pollo durante el
periodo embrionario. Los resultados se expresan como nmoles

incorporados por hora por el higado completo.
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Fig. 22.- Variacidén en la incorporacién de 2—14C-MVA a distin-

tos lipidos insaponificables en higado de pollo a lo largo del
desarrollo perinatal. Los resultados son media de al menos cua-
tro determinaciones ¥ S.E.M. (%) escualeno; (a) ubiquinona; (#)

lanosterol; (m) colesterol; (®) no identificado.
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Algo semejante se observa al representar los por-
centajes relativos de incorporacién a cada uno de los lipidos
insaponificables (tabla XXI, fig. 23). El porcentaje de ra-
diactividad incorporada a colesterol experimenta un brusco
aumento entre los dias 10-12 descendiendo m4s tarde a niveles
muy inferiores mientras que la incorporacién a ubiquinona
aumenta marcadamente alcdnzadose niveles del orden del 50%

a partir del dia 16. E1 % de incorporacién a escualeno se man
tiene en niveles bastante superiores a los observados para el
lanosterol y el compuesto desconocido.

4. C. 2. 3.- Incorporacién en intestino

La incorporacién de MVA a 1lipidos insaponificables
totales en intestino aprece expresada en la tabla XXII (fig.
24). En este d6rgano la velocidad de incorporacién aumenta de
forma acusada desde el dia 10 al 19 de desarrollo embrionario
y desciende hasta valores muy inferiores el dia 21. Dada 1la di-
ficultad que entrana el totalizar el érgano completo, puesto
que la porcidén final de éste estd intimamente unida al apara-
to genital, en este caso no se ha expresado la incorporacién
observada en el 6rgano completo. La incorporacién de MVA a los
distintos lipidos insaponificables (tabla XXII y fig. 25) aumen
ta igualmente durante el mismo periodo. El aumento mds acusado
se ha observado en el compuesto no identificado de tal forma
que en el dia 21 es el que se halla en niveles muy superiores

al resto.

En cuanto a los porcentajes relativos de incorpo-
racién de MVA a los distintos lipidos insaponificgbles (tabla
XXTIT y fig. 26) no se observan grandes variaciones en la in-
corporacidén a lanosterol, escualeno y ubiquinona, que se man-

tienen en limites inferiores al 25%. El colesterol sin embargo



-190-

TABLA XXI

'4c_MVA a distintos 1i-

pidos insaponificables en higado de pollo durante el desarrollo perinatal. Los re-

Variacién en el porcentaje de incorporacién de 2-

sultados se expresan como media de al menos cuatro determinaciones Yy van acompafia-
dos del error estdndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (%)

embridn

(dias) Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido
10 31.17+ 2.68 10.77% 1.04 8.63+0.72 36.77% 4.1 10.63 *1.42
12 25.45+ 2.79 10.29+ 1.91 10.72+1.20 47.38%t 4.87 6.16 +0.77
14 39.48 + 3.96 23.96+ 3.39 12.86+ 0.84 12.06% 1.41 11.63 % 2.88
16 23.59+2.72 49.69+ 5.93 14.96 +1.79 7.16% 0.94 4.61%0.29
19 22.95+4.52 58.98+ 5.99 11.58+1.10 3.65*0.71 2.90 +0.26
21 13.22+ 2.60 46.90+ 4.01 13.09 + 1.48 7.49% 0.38 13.50* 2.64
+2 10.33+1.21 53.98+ 5.13 18.65+ 1.53 10.60% 1.62 6.45*0.56
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e _MvA a
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Fig. 23.- Cambios en el porcentaje de incorporacién de 2-

perinatal. Los resultados son media de al menos cuatro determina-
ciones ¥ S.E.M. (%) escualeno; (4) ubiquinona; (%) lanosterol;

(m) colesterol; (e) no identificado.
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Variacién en la incorporacién de 2-

TABLA XXII

14

C-MVA a lipidos insaponificables en intesti-

no de pollo durante el desarrollo embrionario. Los resultados se expresan como media de al

menos cuatro determinaciones y van acompafiados del error estdndar

de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (nmoles/g/h)
embridn
(dias) Totales Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido
10 3.88%0.11 0.387 *0.09 0.553*£0.07 0.804 +0.09 1.366+0.13 0.77*0.12
12 14.50%1.01 1.163+0.15 0.870* 0.09 2.175+0.22 4.803*0.48 5.49% 0.57
14 16.60%1.14 1.821+0.15 1.198 + 0.11 3.151f 0.49 5.699+0.38 5.73%0.78
16 27.24*1.82 4.085f 0.49 2.860%* 0.31 4.758 +0.46 6.264+0.70 9.27%1.01
19 35.52 2% 3.59 8.411+1.07 5.452*0.72 5.943+0.70 5.378 + 0.30 0.341+1.08
21 13.85%1.01 0.425% 0.03 0.796+ 0.07 1.767 + 0.24 2.459 % 0.25 8.40% 0.64
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Fig.24 .- Variacién en la incorporacidén de 2-14C-MVA a lipi-

dos insaponificables totales en intestino de embrién de po-
llo. Los resultados son media de al menos cuatro determina-

ciones y van acompafiados del error estdndar.
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TABLA XXIII

14:_MVA a distintos 1i-

pidos insaponificables en intestino de pollo durante el desarrollo embrionario.

Variacién en el porcentaje de incorporacién de 2-

Los resultados son media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del

error estidndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (%)
embridén L
(dfas) Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido ?
10 9.96 1 2.42 14.25 ¥ 1.81 20.60 *+2.25 35.19t3.19 19.88 £2.93
12 8.02+0.90 6.00 £0.48 15.00x1.12 33.13 % 2.41 37.85*+2.95
14 10.36 £ 0.54 6.91 10548 17.91 +2.53 32.39%0.44 32.56 +3.91
16 15.01 *1.50 10.50 £0.91 17.47 £1.24 22.99 % 2.01 34,03 +2.97
19 23.68 £3.70 15.35 *1.28 16.73 £1.00 15.14 % 0.70 29.11+0.73
21 3.07 +0.22 5.7510.27 12.76 £1.48 17.76 £ 1.23 60.66 *1.27
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1 1 [ A 1
10 12 14 16 19 21

Edad del embrién (dias)

Fig. 26.- Cambios en el porcentaje de incorporacién de
2-14C—MVA a lipidos insaponificables en intestino de pollo
durante el periodo perinatal. Los resultados son media de
al menos cuatro determinaciones ¥ S.E.M. (¥ escualeno; (a)
ubiquinona; (%) lanosterol; (m) colesterol; (@) no identi-

ficado.
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disminuye un tanto mientras que el porcentaje de incorpora-
cién al compuesto desconocido aumenta de tal forma que el
dia 21 supone mds del 60% de la radiactividad del MVA incor-
porada a insaponificables.

4. C. 2. 4. - Incorporacidén en rifién

Las variaciones en la velocidad de incorporacidn
de MVA a lipidos insaponificables totales en rifién de embridn
de pollo se nuestran en la tabla XXIV (fig. 27). En este 6r-
gano la velocidad de incorporacidén que aumenta del dia 11 al
14 muestra, a partir de este momento, una disminucidén que con
tinda hasta el momento de la eclosién, alcanzado en este momen
to valores semejantes a los observados en intestino e inferio
res a los existentes en cerebro e higado. Cuando la incorpora-
cién se expresa como nmoles incorporados por hora por ambos ri
fiones (tabla XXIVm fig. 28) se observa un aumento en la incor-
poracién a lipidos insaponificables totales desde el dia 11 al
16 de incubacidén. A partir de este momento los niveles se man-
tienen hasta el dia 19, descendiendo mds tarde en el momento

de la eclosidn.

Un patrdén de desarrollo semejante se ha observado
en el caso de la incorporacién de MVA a colesterol, mientras
que no se hanobservado cambios considerables en la incorpora-
cién de MVA a lanosterol, escualeno o ubiquinona que se man-
tienen en niveles muy inferiores. El compuesto desconocido,
que entre los dias 11-16 se mantenia en niveles bastante ele-
vados, disminuye hacia el final del peridodo de incubacién
(tabla XXV y fig. 29).
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TABLA XXIV

14C-MVA a dis-

tintos lipidos insaponificables en rifién de pollo durante el

Variacion en la incorporacién de 2-

desarrollo embrionario. Los resultados se expresan como media
de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del error

estandar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables
embridn
(dias) nmoles/g /h nmoles/h/rifién
11 26.52%1.20 0.29*0.01
14 44.90% 3.67 1.39%0.11
16 32.13 % 3.51 2.73%0.30
19 20.43 % 1.41 2.76*0.19

21 10.14 % 1.02 1.75%0.18

a7
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Fig. 28.- Cambios en la incorporacién de 2—14C-MVA a lipi

dos insaponificables totales en rifién de pollo durante
el periodo embrionario. Los resultados se expresan como

nmoles incorporados por hora por ambos rifiones.



TABLA XXV

Variacidén en la incorporacién de 2-14C-MVA a lipidos insaponifica-
bles totales en rifién de embridén de pollo. Los resultados son media de al menos

cuatro determinaciones y van acompafiados del error estdndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (nmoles/g/h)
embridén -
(dias) Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido
I
11 0.814+0.14 0.785%0.09 2.358t0.23 9.131+0.81 13.430*1.16 §
14 1.374 £ 0.30 1.544 £ 0.44 3.911 % 0.91 25.102*2.82 12.095%*1.60 '
16 0.936 £ 0.44 1.446 £ 0.56 3.364+0.92 6.896 +0.90 13.808 % 3.25
19 1.377 % 0.20 2.286*0.18 3.298 £ 0.35 3.945 *0.31 9.528*0.89
21 1.377+ 0.40 1.594 £0.18 2.287*%0.24 1.803*0.18 3.082*0.42
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En la tabla XXVI (fig. 30) se han representado los
porcentajes relativos de incorporacién de MVA a los distintos
lipidos insaponificables. También en este caso el porcentaje
de incorporacién a colesterol aumenta del dia 11 al 14 para
disminuir posteriormente. E1 % de incorporacién al compuesto
no identificado presenta una variacién inversa, disminuyendo

entre el dia 11 y 14 y aumentando mds tarde hasta el dia 19.

%

25}

i el )| 1 i 1 ode

10 12 14 16 19 21
Edad del embrién (dias)

Fig. 30.- Cambios en el porcentaje de incorporacidén de
2-14C_MVA a distintos lipidos insaponificables en rifién
de embrién de pollo durante el desarrollo. Los resulta-
dos son media de al menos cuatro determinaciones I S.E.M.
(X) escualeno; (a) ubiquinona; (#) lanosterol; (m) coles-

terol; (e) no identificado.
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4. D. - EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA A LO LARGO
DEL DESARROLLO EMBRIONARIO E INMEDIATO A LA ECLOSION

Debido al importante papel desempefiado por la HMG
CoA reductasa como enzima clave en la regulacién de la biosin-
tesis de colesterol en mamiferos y aves, hemos efectuado el
estudio de la variacidén en la actividad reductasa en cerebro,
higado, intestino y rifién entre los 10 dias de desarrollo em-
brionario y los 5 dias posteriores a la eclosién. Como vemos,
se ha realizado el estudio de la actividad reductasa también
en los dias 2 y 5 tras la eclosién con objeto de comparar
los resultados de este estudio con trabajos efectuados ante-
riormente en nuestro Departamento durante el periodo postna-
tal.

Cada experiencia se ha realizado sobre embriones
procedentes de una misma tanda de huevos incubados al mismo
tiempo. Los animales se sacrificaban siempre a las 8 de 1la
mafiana, para evitar la interferencia debida a la existencia

de un posible ritmo diurno en la actividad enzimdtica.

4. D. 1. - VARIACIONES EN CEREBRO

Se ha realizado la determinacién de la actividad
HMG-CoA reductasa en cerebro de embrién de pollo a lo largo

del desarrollo embrionario e inmediato a la eclosiédn.

En la tabla XXVII (fig. 32) se han representado los

resul tados obtenidos. Segin se observa, cuando la actividad re-

T x mg'1, la actividad en

‘zimdtica presenta niveles muy elevados a lo largo de todo el

ductasa se expresa como pmoles x min~

periodo estudiado. Aunque aparecen pequefias fluctuaciones en

la actividad no parece que esta varie de forma acusada, man-
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TABLA XXVII

Variacién en la actividad HMG-CoA reductasa en
cerebro de pollo durante el desarrollo embrionario e inmediato
a la eclosién. Los resultados son media de al menos tresvexpe~
riencias y van acompafiados del error estdndar . de la media.
Los dias del desarrollo precedidos del signo + se refieren a
dias tras la eclosién.

Edad del Actividad reductasa
embridn '
(dias) pmoles/min/mg pmoles/min/cerebro

8 669.60 ¥ 12.08 149.46 ¥ 2.70
10 781.60*16.49 362.00 ¥ 7.64
12 622.50 % 53.42 455.02 %t 39.05
14 648.53 % 82.27 863.70 + 109.57
16 525.75% 71.93 1084.63 % 148.39
19 753.32 ¥ 37.74 2077.14 X 104.06
21 554.88 *41.24 1656.15 *123.09
+2 592.70 *18.20 -———

b . . 635.60* 10.70 e
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Fig. 31.- Variaciones de la actividad especifica HMG-CoA reductasa
de cerebro de pollo a lo largo del desarrollo perinatal. Los resul-
tados se expresan como pmoles de MVA formados por mg de proteina y
por minuto. La linea discontinua representa dias posteriores a la
eclosién. Los resultados son media de al menos tres experiencias y

van acompafiados del S.E.M.
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Fig. 32.- Variaciones, durante el desarrollo perinatal, de la acti-
vidad HMG-CoA reductasa expresada como pmoles de MVA formado por mi-

nuto en un cerebro completo.
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teniéndose dentro de unos mdrgenes limitados.

Por idénticas consideraciones a las indicadas en
el apartado 4. C. 2. 1. la actividad reductasa se ha expresa-
do también como pmoles de MVA formado por min en el cerebro
completo. En este caso (tabla XXVII, fig. 32) se observa un
aumento muy patente en.la actividad reductasa entre el dia
8 y 19 de desarrollo embrionario para disminuir a partir de
este momento.

4. D. 2. - VARIACIONES EN HIGADO

Como en el caso anterior, estudiamos las varia-
ciones en este 6rgano de la HMG-CoA reductasa desde el dia
10 de desarrollo embrionario hasta el dia 5 posterior a la
eclosiédn.

Segin se muestra en la tabla XXVIII (fig. 33) la
actividad reductasa se mantiene en niveles muy inferiores a
los observados en cerebro y no presenta variaciones muy acusa
das aunque parece disminuir un tanto entreel dia 10 y el 16
manteniéndose en estos niveles hasta la eclosién. Tal como
se indicaba en trabajos anteriores realizados en nuestro De-
partamento, tras la eclosién comienza a aumentar la actividad

reductasa hepdtica.

4. D. 3. - VARIACIONES EN INTESTINO

La actividad reductasa determinada en intestino
es, como en el caso del higado, muy inferior a la observada
en cerebro (tabla XXVIII) y también comoen higado se ha obser
vado un marcado aumento en la actividad de esta enzima tras
la eclosién (fig. 34), alcanzdndose el dia 5 niveles superiores

a los del higado.
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TABLA XXVIII

Variacidén en la actividad especifica HMG-CoA reduc-
tasa en higado, intestino y rifién durante el desarrollo embrio

nario e inmediato a la eclosién. Los resultados son media de al
menos tres experiencias y van acompafiados del error estdndar

de 1la media.

Edad del Actividad reductasa (pmoles/mg prot/min)

embridn

(dias) Higado Intestino Rindén

10 31.
12 42,
14 18.

9+3.21 S S
0
8
16 11.8
3
1
8

N
+0.52 30.05 +1.22 27.20 *0.80
+0.79 35.24 *0.83 29.10 % 1.50
+0.60 25.10 *+1.98 " 30.05%0.94

19 14.3+1.43 23.62 % 1.50 25.12%2.02

21 20.1 %

+2 18.8 *

+

+5 71.1

1.50 20.33+1.99 19.42* 0.73
0.50 24.80%1.30 20.07%2.21
3.80 150.80*12.62 16.54 % 0.81
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Fig. 33.- Variaciones de la actividad especifica HMG-CoA reductasa

de higado de pollo a lo largo del desarrollo perinatal. La linea
discontinua representa dias posteriores a la eclosién. Los resulta-

dos son media de al menos tres experiencias y van acompafiados del S.E.M.
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Fig. 34.- Variaciones de 1la actividad especifica HMG-CoA reductasa
de intestino de pollo a 1lo largo del desarrollo perinatal. La linea
discontinua representa dias posteriores a la eclosidn. Los resulta-

dos son media de al menos tres experiencias y van acompafiados del S.E.M.
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Fig. 35.- Variaciones de la actividad MHG-CoA reductasa de rifién
de pollo a lo largo del desarrollo perinatal. La linea discontinua
representa dias posteriores a la eclosién. Los resultados son media

de al menos tres experiencias y van acompafiados del S.E.M.
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4. D. 4. - VARIACIONES EN RINON

En rifién, como en higado e intestino, la activi-
dad reductasa es muy baja a lo largo del desarrollo embrio-
nario y no presenta grandes variaciones (tabla XXVIII fig.3s5)
pero a diferencia de estos dos érganos no se ha observado un
aumento similar en la actividad de la enzima tras 1la eclosiodn
manteniéndose dentro de mdargenes limitados a 1lo largo de todo

el periodo estudiado.

Las determinaciones tanto en rifién como en intes-
tino sehan realizado a partir del dia 12 de desarrollo embrio-
nario, debido a que el pequefio peso que presentan ambos Sérga-
nos no permitia tomar una cantidad de tejido suficiente para

la determinacién de 1la actividad reductasa.

T
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4. E. - VARTACIONES EN LA CANTIDAD DE COLESTEROL Y FOSFOLIPI-
DOS DE MICROSOMAS A LO LARGO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO
E INMEDIATO A LA ECLOSION

Puesto que la HMG-CoA reductasa es una enzima 1i-
gada a membranas microsomales y dado que se ha postulado un
mecanismo de regulacién de su actividad por cambios en la com
posicién de estas membranas, hemos realizado el estudio de los
componentes lipidicos de los microsomas en cerebro -en donde
la actividad reductasa es muy elevada- y en higado, con objeto
de establecer las posibles variaciones en los componentes de
la membrana microsomal de ambos drganos durante el desarro-
1lo embrionario y postnatal.No nos ha parecido de interés am-
pliar el estudio al rifién e intestino puesto que no se han ob-
servado variaciones considerables en los pardmetros estudiados
en higado o cerebro. Ademds en estos 6rganos, la actividad re-
ductasa es minima y no sehan apreciado cambios en la actividad

de larenzima'durante.el periodo embrionario.

4. E. 1.- MICROSOMAS DE CEREBRO

Se ha efectuado el estudio de las variaciones en
los niveles de colesterol y fosforo lipidico en membranas mi-
crosomales entre el dia 8 de desarrollo embrionario y 5 dias
tras la eclosidén, asi como de los porcentajes relativos de co-
lesterol libre y esterificado en microsomas durante el mismo

periodo.

4. E. 1. 1. - Colesterol y fosfolipidos totales

En la tabla XXIX (fig. 36) se han representado las
variaciones en el contenido en colesterol y fésforo lipidico
totales en microsomas de cerebro. Segin se puede apreciar la

cantidad de colesterol total aumenta de forma patente entre
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TABLA XXIX

Variaciones en el contenido en colesterol total, libre y esterificado,
asi como en el contenido en fésforo lipidico y en la relacién molar C/P en microso-
mas de cerebro de pollo durante el desarrollo perinatal. Los dias precedidos del sig

no + serefieren a dias tras la eclosidn.

Edad del Colesterol(ug/mg prot) Colesterol (%) Fésforo
embridn E— Relacién
(dias) Total Libre Esterif. Libre Esterif. pg/mg C/P
8 51.95 45.61 6.34 87.80 12.20 13.36 0.310
10 53.45 45.85 7.63 85.71 14.28 14.96 0.285
12 75.86 68.54 7.31 90.36 9.64 16.83 0.359
14 92.90 86.44 6.46 93.05 6.95 19.31 0.384
16 72.44 66.51 5.93 91.81 8.19 20.50 0.281
19 56.67 51.65 5.01 91.15 8.84 16.25 0.278
21 53.77 51.53 2.24 95.83 4.17 16.15 0.265
+2 52.04 47.71 4,33 91.67 8.33 14.58 0.285

+5 47.26 43.94 3.31 92.98 7.01 14.58 0.258
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Fig. 36.- Variacién en los niveles de colesterol (@) y fésforo lipidico (%) de
membranas microsomales de cerebro depollo durante el periodo embrionario e in-
mediato a la eclosién. Las lineas discontinuas representan los dias posteriores
a la eclosidn.
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el dia 10 y 14 de desarrollo embrionario para descender pos-
teriormente hasta los valores iniciales el dia 19 de incuba-
cién. Asimismo se observa un ligero aumento en el nivel de
fosfolipidos entre el dia 8 y el 16 descendiendo a partir de
este momento a los valores iniciales.

4. E. 1. 2. - Porcentaje de colesterol libre y esterificado

En la tabla XXIX aparecen indicados los porcenta-
jes relativos de colesterol libre y esterificado respecto al
total en microsomas de cerebro. Como podemos apreciar (fig.
37) el colesterol libre se halla siempre en niveles muy su-
periores a los del esterificado, tal como ocutrria en el caso
del cerebro completo.

4. E. 1. 3. - Relacién molar colesterol / f&sforo lipidico

Puesto que la relacién molar C/P es un indice del
grado de fluidez que presenta una membrana, se ha realizado el
cdlculo de esta relacidén con objeto de determinar si &ésta varia
a lo largo del periodo estudiado. En la tabla XXIX (fig. 38) se
han representado los resultados obtenidos y, segun se observa,
no parecen existir variaciones apreciables en este pardmetro
a lo largo del periodo estudiado manteniéndose los niveles en

valores que oscilan entre aproximadamente 0.3 y 0.4.

4. E. 2. - MICROSOMAS DE HIGADO

Al igual que en cerebro, se han estudiado los com
ponentes lipidicos de la membrana microsomal en higado, entre
el dia 10 de incubacién y el dia 5 tras la eclosién.
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Fig. 37.- Variacidén en los porcentajes de colesterol libre (%) y esterificado
(%) respecto al total en membranas microsomales de cerebro de pollo durante el
periodo perinatal. Las lineas discontinuas representan los dias posteriores a

la eclosiédn.
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Fig. 38.- Variacién en la relacién molar colesterol / fésforo lipidico de 1los
microsomas de cerebro a lo largo del periodo perinatal. La 1linea- discontinua

representa los dias posteriores a la eclosién.
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4. E. 2. 1. - Colesterol y fosfolipidos totales

Los resultados de la tabla XXX ponen de manifiesto
que no se han observado variaciones muy acusadas en la canti-
dad de colesterol microsomal ni en la de fosfolipidos totales
(fig. 39). El nivel de fdésforo total microsomal parece aumen-
tar un tanto entre el dia 10 y el 14 de incubacién para descen

der a partir de este momento hasta el dia 2 tras la eclosidn.

4. E. 2. 2. - Porcentaje de colesterol libre y esterificado

A diferencia de lo que ocurria en higado durante
la dltima semana de incubacidén en donde el colesterol esteri-
ficado suponia un porcentaje mayoritario del colesterol total,
en microsomas de higado es el colesterol libre el que se halla
en un porcentaje mayoritario ya que durante todo el periodo
estudiado supone alrededor del 60% del colesterol total mi-
crosomal (tabla XXX, fig. 40).

4. E. 2. 3. - Relacién molar colesterol / fésforo lipidico

También en higado se ha realizado el calculo de
la relacién molar colesterol / fosfolipidos. Los resultados
obtenidos se han representado en la tabla XXX. Al igual que
en cerebro, tampoco en higado se observa un cambio considera-
ble en la relacién C/P durante el periodo embrionario y post-
natal (fig. 41).
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TABLA XXX

Variacidn en el contenido en colesterol total, libre y esterificado, asi
como en el contenido en fésforo lipidico y en la relacién molar C/P en microsomas
de higado de pollo durante el desarrollo perinatal.

Edad del Colesterol (pg/mg prot) Colesterol (%) Fésforo

embridn — Relacién
(dias) Total Libre  Esterif. Libre Esterif. Jug/mg - C/P
10 41.13 24.65 16.48 60.00 40.00 7.54 0.435
12 46.43 25.80 20.63 55.56 44 .44 10.01 0.369
14 43,38 28.20 15.18 65.00 35.00 11.07 0.312
16 49.00 29.88 19.12 60.98 39.02 10.09 0.387
19 43.90 27.73 16.17 63.16 36.84 10.39 0.336
21 45.58 33.33 12.2 73.#3 26.87 - 9.79 0.371
+2 33.71 19.92 13.79 59.09 40.91 7.92 0.339
+5 37.70 26.90 10.86 71.25 28.75 9.35 0.322
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Fig. 39.- Variacién en los niveles de colesterol (@) y fésforo lipidico ()
de membranas microsomales de higado de pollo durante el periodo embriona

rio e inmediato a la eclosidén. Las lineas discontinuas representan los
dias posteriores a la eclosién.
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Fig. 40.- Variacidén en los porcentajes de colesterol libre (%) y esteri-
ficado (%) respecto al total en membranas microsomales de higado de pollo

durante el periodo perinatal. Las lineas discontinuas representan los dias
posteriores a la eclosiédn.
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Fig. 41.- Variacién en la relacidn molar celesterol / fésforo lipidico
de los microsomas de higado de pollo a lo largo del periodo perinatal.
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4. F. INCORPORACION DE 1-14C- ACETATO A LIPIDOS INSAPONIFI-
CABLES A LO LARGO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO E INMEDIA-
TO A LA ECLOSION

Puesto que la HMG-CoA reductasa es la enzima re-
guladora mds importante de todo el proceso de colesterogéne-
sis a partir de acetato, se han comparado las variaciones en
la actividad reductasa a lo largo del desarrollo perinatal
con la capacidad de utilizacidén de acetato, por el cerebro e
higado de embrién de pollo. No se ha ampliado este estudio al
rifion e intestino puesté que su actividad reductasa era infima
y tras comprobar los niveles bajisimos de incorporacidén exis-
tentes en el higado embrionario, niveles que estdn de acuerdo
con la escasa actividad enzimdtica observada en el mismo &r-

gano.

4. F. 1. - INCORPORACION EN CEREBRO

La incorporacién de acetato a insaponificables to-
tales por el cerebro, expresada en nmoles / h / g de tejido,
disminuye marcadamente a lo largo del desarrollo embrionario
(tabla XXXI), de tal forma que en el momento de la eclosidn
la velocidad de incorporacién es unas 16 veces menor que la

observada en el embrién de 10 dias (fig. 42).

Sin embargo, la capacidad de incorporacién de ace-
tato por el cerebro completo, expresada en nmoles / h / cerebro
(tabla XXXI) no presenta variaciones tan acusadas, observdndo-
se incluso un ligero aumento hacia el dia 16 para disminuir
después hasta la eclosién (fig. 43).
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TABLA XXX]

s e . . o 1
Variacién en 1la incorporacién de 1- 4C-acetato a

lipidos insaponificables totales en cerebro de pollo durante
el desarrollo perinatal.

Losresultados se expresan como media

de al menos cuatro determinaciones Y van acompafiados del error

estidndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables totales
embrién nmoles / h / g nmoles / h /cerebro
(dias) incorporados incorporados
10 16.890* 0.674 2.325%0.024
12 9.120% 0.962 2.297%0.243
14 6.710% 0.419 2.434*0.152
16 5.346% 0.473 3.018% 0.267
19 1.536% 0.112 1.229 ¥ 0.098
21 0.767 + 0.085 0.557%0.062
o +2 0.436 *0.043 0.371%0.037
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C-acetato incorporado
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Fig. 42.- Cambios en la incorporacién de 1—14C acetato a lipidos

insaponificables totales en cerebro de pollo a lo largo del perio
do perinatal. Los resultados se expresan como nmoles incorporados
por gramo y por hora. Los valores son media de al menos cuatro

determinaciones ¥ S.E.M. La 1inea discontinua representa dias

posteriores a la eclosién.
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'lg. 43.-Cambios en la incorporacién de 1—14

C-acetato a lipidos
insaponificables totalesen cerebro de pollo a lo largo del desa
rrollo embrionario.Los resultados se expresan como nmoles incorpo

rados por hora por el cerebro completo.
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TABLA XXXII

14C-acetato a distintos lipidos insa-

Variacién en la incorporacién de 1-
ponificables en cerebro de pollo durante el desarrollo perinatal. Los resultados
se expresan como media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del

error estandar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (nmoles/g/h)
embridn
(dias) Escualeno Lanosterol Colesterol Desmosterol Desconocido
10 0.562* 0.070 1.877 +0.130 5.988 *0.24 5.198 £ 0.22 3.183 *0.17
12 0.188%* 0.050 0.192+0.160 3.90210.42 2.3451*0.26 1.770 *0.22
14 0.176* 0.020 0.956 +0.060 3.177 £ 0.21 1.733+0.17 0.728 £0.07
16 0.1012% 0.030 0.535+0.090 2.28710.21 1.375%0.13 1.038 £0.12
19 0.066* 0.020 0.182+0.020 0.788 *0.07 0.275%0.03 0.22510.03
21 0.033*0.017 0.061+ 0.008 0.396* 0.05 0.097% 0.01 0.290%0.02
+2 0.013% 0.001 0.034*0.001 0.230% 0.01 0.047*+ 0.01 0.110%0.01
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14C-acetato a distin-

Fig. 44.-Variacidn en la incorporacién de 1-
tos lipidos insaponificables en cerebro de pollo durante el perio
do perinatal. Los resultados se expresan como media de al menos
cuatro determinaciones ¥ S.E.M. (%) escualeno; (%) lanosterol;

(m) colesterol; (%) desmosterol; (e) no identificado.
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La incorporacidén a cada uno de los distintos insa-
ponificables estudiados presenta en general el mismo perfil
que en los totales, (tabla XXXII), siendo especialmente paten-
te la disminucidén de la incorporacién a colesterol, desmoste-
Tol y Compuesto no identificado semejante al descrito en la
incorporacién de MVA (fig. 44). Los cambios en la incorpora-
cién de acetato a lanosterol y escualeno a lo largo de la mis-

ma etapa del desarrollo son muchos menos acusados.

Los porcentajes relativos de incorporacidén de ace-
tato a los distintos lipidos insaponificables (tabla XXXIII)
se han representado en la fig. 45 . Mientras que el porcenta-
je de incorporacidén de acetato a escualeno, lanosterol y com-
puesto desconocido no sufre grandes variaciones,el porcentaje
de incorporacidén a colesterol aumenta desde el dia 10 al 21
0

mientras que el % de incorporacidén a desmosterol disminuye de

forma similar durante el mismo periodo.

4. F. 2. - INCORPORACION EN HIGADO

En la tabla XXXIV se ha representado la incorpora-
cién de acetato a lipidos insaponificables totales en higado
de embridn de pollo. Como podemos apreciar, la incorporacidn
de acetato por el higado se realiza en una tasa minima. Cuan-
do los resultados se expresan por gramo de tejido (fig. 46)
incluso se observa una disminucién a lo largo del desarrollo
embrionario, mientras que la incorporacioén por el higado com-
pleto, a pesar de ser muy inferior a la del cerebro, presenta
un perfil mds o menos semejante al obtenido en este dérgano,
sin variaciones muy acusadas durante la misma etapa de desa-
rrollo (fig. 47). |



TABLA XXXIII

Variacidn en el porcentaje de incorporacién de 1-14C-acetato a distintos
lipidos insaponificables en cerebro de pollo durante el desarrollo perinatal. Los
resultados son media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados del error

estidndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (%)
embridn
(dias) Escualeno Lanosterol Colesterol Desmosterol Desconocido L
N
10 3.33%0.41 11.1220.63 35.46+0.12 30.78 + 0.41 18.85%0.70 v
12 2.06*0.45 10.01X1.36 42.79 % 0.82 25.72%0.83 19.41%1.37
14 2.62+0.15 14.24 +1.05 46.45+1.03 25.83 +0.64 10.85%0.75
16 2.53+%0.42 10.69%0.75 46.31+0.72 26.47 +0.69 14.01%1.11
19 4.28 £1.00 11.88 2 0.50 51.28 +2.08 17.93 £1.04 14.62%1.62
21 4.27+0.73 8.02*0.48 51.64 +1.77 12.70 £0.27 23.37%1.76
+2 2.95 10.25 7.87*0.16 53.04 +1.78 10.79 +1.31 25.35% 0.56
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Fig. 45.- Variacidn en el porcentaje de incorporacién de 1—14C-

acetato a lipidos insaponificables en cerebro de pollo durante
el periodo perinatal. Los resultados son media de al menos cua
tro determinaciones ¥ S.E.M. () escualeno; (%) lanosterol; ()
colesterol; (%) desmosterol; (e) no identificado.
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TABLA XXXIV

. . . . 14
Variacidén en la incorporacién de 1- C-acetato
a distintos lipidos insaponificables en higado de pollo duran
te el desarrollo embrionario. Los resultados se expresan como

media de al menos cuatro determinaciones Y van acompafladas del

error estandar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables totales
embridn
(dias) pmoles/g /h pmoles/h/higado
10 746.64 * 18.42 26.60* 0.64
12 506.95*42.75 44.00% 3,72
14 443.87 ¥ 31.20 89.79% 6.40
16 194.31+ 1.68 55.84% 0.47
R 19 115.23 % 1.63 - 40.49% 0.82
21 68.23+ 4.88 45.15*% 3.15
+2 125.12% 1.18 -
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Fig. 46.- Cambios en la incorporacidén de 1-14C-acetato a lipidos
insaponificables totales durante el desarrollo embrionario, en hi-

gado de pollo. Los resultados se expresan como nmoles incorpora-

dos por gramo y por hora. Los valores son media de al menos cua-

. . + - . .
tro determinaciones - S.E.M. La 1linea discontinua representa

b

Jdias posteriores a la eclosidn.
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Fig. 47.- Cambios en la incorporacién de 1-14C-acetato a lipidos
insaponificables totales en higado de pollo durante el desarrollo
embrionario. Los resultados se expresén como nmoles incorporados
por hora por el higado completo.
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En cuanto a la incorporacién de acetato a los dis
tintos lipidos insaponificables, los resultados se indican en
la tabla XXXV. El nivel de incorporacién a colesterol es, en
este caso, superior al observado para el resto de los insapo-
nificables (fig. 48). Por otra parte, mientras que la incor-
poracién a escualeno, lanosterol y ubiquinona no varia de for
ma apreciable, se ha observado una acusada disminucién desde
el dia 10 al 21 de desarrollo embrionario en la incorporacién

a colesterol y al insaponificable no identificado.

En la tabla XXXVI se han representado los resulta-
dos obtenidos en cuanto al porcentaje relativo de incorpora-
cién a los distintos lipidos insaponificables. Desde el dia
10 al 19 la incorporacién a lanosterol, escualeno y ubiquino-

na se halla en un porcentaje bastante bajo (inferior al 15%)

o

mientras que el de incorporacién a colesterol es muy superior
a la del resto de los lipidos insaponificables, disminuyendo
marcadamente s6lo hacia el final del periodo de incubacién, en
donde los porcentajes de todos los lipidos se aproximan (fig.

49).




TABLA XXXV

14C-acetato a distintos lipidos insa-

Variacién en la incorporacién de 1-
ponificables en higado de pollo a lo largo del desarrollo perinatal. Los resulta-
dos son media de al menos cuatro determinaciones y van acompafiados dé error estdn-

tar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (pmoles/g/h)

embridn
(dias) Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido

10 96.99+ 21.78 47.48 + 15.27 67.27*% 2.61 320.78*% 8.64 199.50% 24.10
12 28.64+ 6.26 21.69+ 2.28 43.14*+ 6.19 268.83*22.67. 144.58* 14.36
14 33.39+ 8.92 31.60+ 9.10 48.82* 5.40 231.74%29.75 98.45* 13.00
16 11.68+ 2.79 9.89+ 0.87 17.97+ 1.48 122.67% 4.99 32.04* 1.14
19 8.72+ 2.69 10.19+ 0.14 12.28+ 0.60 70.59* 2.18 16.04+ 1.24
21 13.95*+ 2.55 10.38+ 0.74 13.31 1.40 19.56* 4.65 11.83+ 1.12

82+ 5.12 31.49+ 5.95 13.30+ 0.49 24.74% 1.39 35.53* 7.50

+2 23.

~6¢C-
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[ig. 48.- Variacién en la incorporacién de 1-14C—acetato a distin-

tos lipidos insaponificablesen higado de pollo durante el periodo
perinatal. Los resultados se expresan como media de al menos cua-
tro determinaciones & S.E.M. (%) escualeno; (#) lanosterol; (m) co

»

lesterol; (a) ubiquinona; (e)- no identificado.



TABLA XXXVI

Variacidn en el porcentaje de incorporacién de 1-14
lipidos insaponificables en higado de pollo durante el desarrollo perinatal. Los

resultados se expresan como media de al menos cuatro determinaciones y van acom-

C-acetato a distintos

pafiados del error estidndar de la media.

Edad del Lipidos insaponificables (%)
embridn
(dias) Escualeno Ubiquinona Lanosterol Colesterol Desconocido
10 12.99% 2.90 6.36 12.04 9.01 *0.27 42.91 10.47 26.72+3.16
12 5.65% 1.14 4.2810.27 8.51%0.99 53.03%0.08 28.52+1.50
14 7.50%1.94 7.12%1.99 11.00 *0.94 52.2115.60 22.18 +2.47
16 6.01%1.44 5.09%0.45 9.25%0.76 63.13 % 2.51 16.49 + 0.57
19 7.57%2.43 8.84+0.03 10.66 £ 0.50 61.26%1.69 13.91 +1.06
21 20.45* 3,44 15.22%2.12 19.51%1.52 28.67*6.50 17.34 +1.09
+2 19.04 *4.41 25.17 £ 4.75 10.63 % 0.38 19.7721.10 28.40 +6.24

¥

“lvz-
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Fig. 49. Variacién en el porcentaje de incorporaéién de 1-
tato a lipidos insaponificables en higado de pollo durante el pe-
riodo perinatal. Los resultados son media de al menos cuatro detez
minaciones ¥ S.E.M. (¥%)escualeno; (a) ubiquinona; (%) lanosterol;

(m) colesterol; (e) no identificado.
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La publicacién en 1931 del libro "Embriologia Qui-
mica'" (277) marcé el primer hito de importancia en la eleva-
cién de la bioquimica de la ontogenia a una cienciacuantitativa.
En este libro Needam tabulé e interpreté los cambios hasta en-
tonces conocidos en la composicién quimica de los embriones vy,
aunque sus bases genéticas estaban aun muy lejos de ser compren
didas, percibié por vez primera de una manera patente la impor-
tancia central de los enzimas como responsables de la evolucidén
de un organismo. Sin embargo, adn en la decada de los cincuenta
se dudaba si la cantidad de una enzima o su actividad cataliti-
ca "in vivo'" eran aspectos importantes en el proceso de diferen
ciacién. Los estudios sobre los mecanismos de adaptacién enzi-
midtica en mamiferos, iniciados por Knox (278) contribuyeron
enormemente a la resolucidén prdctica de este aparente dilema.
En este sentido comenzé a estar mds claro el que las variacio-
nes en la cantidad de enzimas en relacién a la edad y al esta-
do fisiolégico constituian un sistema primario, ''grosero'", de
regulacidén mientras que las fluctuaciones en la actividad de
una cantidad determinada de una enzima representaban un meca-

nismo de control mucho mds "fino'".

Los tipos de enzimas y sus ''concentraciones'" en
cada tejido actidan como factores determinantes de sus poten-
cialidades funcionales. El1 perfil cuantitativo de las enzimas
difiere mds fuertmente entre los tejidos adultos completamen-
te diferenciados que entre los correspondientes tejidos feta-
les, tal como ha sido demostrado en rata. Indudablemente, tam
bién en el pollo la ontogenia implica una especializacién cre
ciente en los perfiles enzimdticos tisulares. En este aspecto,
los trabajos de Olga Greengard y su grupo son dignos de desta
car, trabajos llevados a cabo en primer lugar en rata (279) y

posteriormente en embridén de pollo (133). En el dltimo de los
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trabajos citados se ha intentado recopilar la considerable in-
formacién existente hasta el momento sobre los cambios de las
concentraciones enzimdticas en distintos Srganos de embridn de
pollo, clasificando las enzimas en los cuatro 6rganos estudia-
dos (higado, cerebro, rifién y corazén) sobre la base del esta-
do de desarrollo en que emerjen y estableciendo las compara-
Ciones pertinentes frente a andloga informacién en drganos de
mamiferos en desarrollo. La importancia, universalmente reco-
nocida, del colesterol y la inexistencia de datos sobre las
enzimas relacionadas con la biosintesis de éste nos llevd a es
tudiarlas de una manera detallada en aquellos Srganos que mds
directamente se han considerado implicados en esta via metabd
lica. En animales adultos, el higado y el intestino son los
érganos mayoritariamente responsables de la colesterogénesis
(70, 71) aunque también el rifién est4 siendo considerado en
los udltimos afios como un 6rgano fundamental en este aspecto,
especialmente por su importancia en el metabolismo del dcido
mevalénico (177). Sin embargo, si bien la sintesis del coles-
terol en cerebro adulto es poco significativa, su contribucién
durante las primeras etapas del desarrollo est4 hoy fuera de
toda duda (88).

Por otra parte, los datos que actualmente se tie-
nen sobre el metabolismo del colesterol Yy su evolucién en dis-
tintos tejidos de aves son adn sumamente confusos y hasta con-
tradictorios. Por todo ello, en una serie de trabajos realiza-
dos anteriormente en el Departamento, se ha estudiado profun-
damente la etapa inmediata a 1la eclosidén tanto desde el punto
de vista de los cambios en las cantidades de colesterol en te-
jidos en sus diversas formas de presentarse, como desde la evo
lucidén que algunas de las enzimas méis directamente implicadas
en la regulacién de su biosintesis presentan a lo largo de los
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primeros dias de vida del polluelo. Los resultados obtenidos
en este sentido han sido sumamente interesantes, especialmente
los referentes a las actividades enzimdticas del higado, de-
mostrando el papel que este drgano representa a partir de 1la
reabsorcién del saco vitelino. Sin embargo, todos los indicios
parecen apuntar a que el cerebro puede desempefilar una funcidn
crucial durante el periodo embrionario, restando importancia
en esas condiciones del desarrollo al papel del higado u otros
tejidos. En este sentido, los resultados de la presente Memo-
ria Doctoral que se discuten a continuacidén confirman plena-
mente las suposiciones expresadas anteriormente y constituyen
una evidente prueba de la relacién existente entre los cambios
de las actividades de algunos enzimas ''clave'" y las variaciones

paralelas en la biosintesis y acumulacién de colesterol.

Evolucién del contenido en colesterol a lo largo del desarrollo

embrionario.

En la primera parte de esta Memoria Doctoral se
efectda un andlisis de los niveles de colesterol en diferentes
6rganos del embrién del pollo durante la segunda mitad del pe-
riodo de incubacién, etapa que coincide prdcticamente con la
finalizacién del proceso de proliferacién neuronal en el teji-
do nervioso del embridén y el inicio del subsiguiente proceso
de mielinizacidn.

Son escasos los datos que se poseen en la actua-
lidad sobre la cantidad de esteroles presentes en los distintos
6rganos del embrién de pollo. Es conocido el hecho de que 1la
cantidad total de esteroles sufre un incremento de forma gra-
dual a lo largo del desarrollo embrionario y que el incremento

en los niveles de colesterol sigue, de manera casi uniforme, el



-248-

aumento en peso seco del embrién.

Los resultados encontrados muestran que las varia-
ciones en el contenido en colesterol, en los diferentes érganos,
a lo largo del desarrolloembrionario, ofrecen valores diferentes
segin se trate de valores absolutos, referidos al érgano comple-
to, o se expresen de modo relativo, en funcién de una unidad de
peso. Estas diferenciaciones resultan 1ldégicas en base al gran
incremento en peso total que sufren los diversos 6rganos estu-
diados durante la etapa de desarrollo.

En términos absolutos, los resultados han mostra-
do un incremento apreciable en la cantidad de colesterol duran
te el desarrollo embrionario en todos los érganos analizados,
incremento que resulta especialmente 1lamativo para el coles-
terol hepdtico que llega a alcanzar, en las etapas finales del
desarrollo, niveles cien veces superiores a los existentes ini
cialmente., Para el caso del cerebro o del rifién los incremen-
tos, aunque igualmente apreciables, resultan mucho menos lla-
mativos, detectdndose, al final del periodo de incubacién, can
tidades de colesterol del orden de 5 mg 6 0.1 mg respectivamen
te, valores muy por debajo de los 56 mg de este compuesto que
pueden obtenerse del higado embrionario. Los resultados encon-
trados, en este aspecto, estdn plenamente de acuerdo con el in
cremento en la cantidad total de colesterol mostrada por el em
brién a lo largo del desarrollo.

Pero son sin duda los andlisis sobre las varia-
ciones relativas de los niveles de colesterol en los distintos
drganos (cuando aquéllos se expresan como mg = de compuesto
por cada 100 mg de peso fresco), los que ofrecen resultados
mds especificos y sumamente interesantes, Asi, en cerebro, la

concentracidén relativa de colesterol encontrada al final de 1a
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etapa de desarrollo embrionario es realmente el doble de la exis
tente en dicho 6rgano durante los primeros dias de incubacién.
En rifién el incremento en colesterol durante el desarrollo es
debido, prdcticamente en su totalidad, al incremento en peso
sufrido por el 6rgano, lo que se manifiesta en que las concen-
traciones de dicho compuesto se mantengan casi constantes du-
rante el periodo de incubacién, aunque se detecte el incremento
mencionado anteriormente en la cantidad absoluta de colesterol

como resultado del crecimiento del 6rgano.

El higado, en este aspecto, ofrece unos resultados
muy llamativos y claramente diferentes a los ofrecidos por los
dos 6rganos antes mencionados. Efectivamente, la concentracidn
de colesterol encontrada en higado al final del periodo de in-
cubacién resulta ser unas 12 veces superior a la observada en
el dia 10 de desarrollo embrionario. Ello refleja que durante
la etapa de incubacién el incremento en los niveles de coles-
terol en este érgano no son sélo el reflejo de un légico aumen
to en peso sufrido por el higado, sino que éste realiza a lo
largo del desarrollo embrionario un proceso activo de acumula-
cién de colesterol, incrementando paulatinémente su concentra-

cién.

Al objeto de profundizar en la valoracidén de las
variaciones antes comentadas y debido al diferente papel fisio
16gico que desempefia el colesterol segin se encuentre en forma
libre o esterificada, se 1llevé a cabo la determinacién de los
niveles que mostraban cada una de estas formas de colesterol
en las diferentes etapas de desarrollo de cada uno de los

6rganos anteriormente analizados.

Los resultados encontrados han sido de sumo in-
terés revelando un comportamiento diferencial, en este aspec-
to, entre los distintos 6rganos que refleja peculiaridades
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propias de cada uno. En el caso del cerebro y del rifién, los
incrementos detectados en cada caso para los niveles de coles-
terol durante la incubacidén son debidos, pridcticamente en su
totalidad, a un aumento de colesterol libre en los respecti-
vos 6rganos, no presentando el colesterol esteérificado cambios

apreciables durante el desarrollo.

El comportamiento del higado, en este aspecto, es
claramente diferente. El espectacular incremento de colesterol
en este O6rgano durante la incubacién es debido fundamentalmen-
te a una acumulacién de colesterol esterificado y aunque el co
lesterol libre también aumenta algo en el higado a lo largo de
estas etapas, no lo hace ni mucho menos de una forma tan llama-
tiva ni puede considerarse como el responsable de las variacio-

nes mostradas por el colesterol total en este &rgano.

Los resultados encontrados sobre los valores rela-
tivos de colesterol libre y esterificado en los diferentes 6rga-
nos ha mostrado que tanto en cerebro como en rifién, durante toda
la etapa de desarrollo embrionario, es el colesterol libre el
que se incrementa en una mayor proporcidén, si bien existe un
comportamiento algo distinto de estos dos d6rganos. Asi, en el
cerebro la concentracién de colesterol libre no sélo es mayor
que la de esterificado durante todo el periodo de incubacién,
sino que incluso aumenta aproximadamente un 10% a lo largo del
desarrollo embrionario. En el rifién, por el contrario, la pro-
porcién de colesterol libre, superior siempre a la de esteri-
ficado, tiende a mantenerse constante durante el periodo de
incubacién o incluso a decrecer algo en las etapas finales del
proceso.

En el higado, aunque durante las etapas iniciales
del desarrollo el mayor porcentaje de su colesterol se encuen-
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tra en forma libre, va a suceder un proceso de inversién en
estas proporciones, aproximadamente en torno al dia .12 de in-
cubacién, como resultado de 1la importante acumulacién de co-
lesterol esterificado que va realizando el érgano a lo largo
del desarrollo. Como resultado de este proceso, al final del
reriodo de incubacién el colesterol esterificado supondr4d apro
ximadamente el 90% del colesterol total hepdtico, frente al
40% que representaba en'las etapas iniciales.

Los resultados encontrados en cerebro son de par-
ticular importancia en relacién con el proceso de mieliniza-
cién. El aumento observado en los niveles de colesterol duran-
te la etapa de mielinizacién activa es similar al encontrado
en rata durante el mismo periodo (92), confirmando la necesi-
dad de colesterol en el proceso de formacién de las vainas de
mielina. Aunque en el pollo recién nacido se ha observado un
ligero aumento en los niveles de colesterol del cerebro (100),
este incremento es muy inferior al que sucede durante la etapa
de incubacién, corroborando el hecho de que la mielinizacién,
en el caso del pollo, sucede durante el desarrollo embrionario,
culminando probablemente en los primeros dias de vida postnatal.
Por otra parte, que el incremento observado sea debido bdsica-
mente a un aumento en colesterol libre (tanto en valores abso-
lutos como relativos) es una indicacién de la procedencia de
este colesterol a partir de una sintesis endégena mids que de

fuentes dietarias.

El hecho de que el colesterol esterificado en ce-
rebro de embrién de pollo sufra una disminucién en su propor-
cién relativa a lo largo del proceso de mielinizacidén, estd de
acuerdo con los resultados encontrados en mamiferos donde se
observa la presencia de ésteres de colesterol en cerebro du-

rante el proceso de mielinizacién (103), mientras que en el
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cerebro del animal adulto sus niveles son minimos. La escasa
presencia de colesterol esterificado en el momento de la eclo-
sién se mantiene en el cerebro del pollo hasta el dia 15 de
vida postnatal (100).

Se ha sugerido que la forma esterificada del coles-
terol seria incorporada a la vaina de mielina en momentos inicia
les del desarrollo, cerebrai, siendo hidrolizado con posterio-
ridad y transformado en colesterol libre. Se piensa que la de-
teccién de los ésteres de colesterol resultaria, por otra parte,
dificultada en el cerebro del animal adulto debido a su enmasca-
ramiento por los lipidos que en grandes cantidades aparecen acu

mulados en el 6rgano durante estas etapas.

El embrién de aves es un sistema cerrado que de-
pende, para su desarrollo, de la toma de material de origen
materno almacenado en el huevo. Durante las etapas iniciales
de desarrollo la proliferacién celular es extremadamente inten
sa produciéndose, por tanto, una gran demanda de diversos com-
ponentes de membrana, para atender a los procesos de sintesis
de estas estructuras que resultan necesarias para las divisio-
nes celulares. Para abastecer la demanda de lipidos en estas
etapas debe existir una sintesis de novo a partir de reservas

no lipidicas o una movilizacién de lipidos almacenados.

Los lipidos en el embridén de pollo estdn almace-
nados en la yema, donde se encuentra ademds gran parte de sus-
tancias nutritivas necesarias para el desarrollo del embridén.
Actualmente existe una gran controversia sobre si durante el
desarrollo embrionario se produce, o no, sintesis lipidica en-
dégena en los tejidos del embrién o bien en el momento de la
eclosién el colesterol del embridén procede de sus reservas li-
pidicas, movilizadas durante el desarrollo.
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Tsuji y otros (32) estudiando los niveles de co-
lesterol libre y esterificado en el huevo en incubacidén, no
han encontrado evidencias de una sintesis activa en los teji-
dos embrionarios, postulando que el colesterol de la yema es
esterificado y transferido al embrién durante la etapa de de-
sarrollo embrionario. Budowski, por el contrario (280) indi-
ca que al menos en ciertos tejidos del embridén, entre ellos
el cerebro, debe producirse una sintesis endégena de coleste-

rol durante determinadas etapas del desarrollo embrionario.

Los resultados encontrados en el higado inciden
también sobre esta misma problemdtica. En este aspecto, el enor
me aumento de& los niveles de colesterol en este 6rgano, basado
fundamentalmente en una acumulacidén de colesterol esterificado,
apoya fuertemente la idea de una movilizacidén, previa esterifi-
cacién, del colesterol a partir de las reservas lipidicas. El
alto porcentaje de colesterol esterificado en los lipidos de
los quilomicrones y lipoproteinas del plasma embrionario (35)
sugiere que el colesterol seria transportado desde el saco vi-
telino hasta el embridén, siendo posteriormente almacenado en
el higado para ser usado por el resto de los tejidos y dérganos
embrionarios en funcién de las necesidades especificas de cada

uno de ellos.

Estos hechos se encuentran, por otra parte, en con
sonancia con la brusca disminucién del contenido de colesterol
(fundamentalmente de colesterol esterificado) observada en el
higado de pollos recién nacidos (100), puesto que, tras la
eclosién, el animal pasa de una alimentacién rica en lipidos
a una dieta con un bajo contenido lipidico, cesando el tras-
vase de colesterol esterificado al higado. Ello trae consigo
una disminucién en el contenido hepdtico de colesterol este-

rificado, de tal forma que en el animal adulto el porcentaje
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de este compuesto representa sé6lo un 5-10%. Por lo tanto, se

puede sugerir que esta enorme acumulacién de ésteres de coles-
terol es un fenémeno propio del desarrollo embrionario que qui-
zds ayude al animal recién nacido a adaptarse a sus nuevas con

diciones alimenticias tras 1la eclosién.

El caso del rifién es, en cierto modo, semejante
al del cerebro ya que también en rifién el incremento en coles-
terol es debido fundamentalmente al colesterol libre, lo que
parece indicar que en este drgano se produciria un proceso de
sintesis endégena, con la salvedad de que en rifién el incre-
mento en los niveles de colesterol es inferior al mostrado

por los otros dos 6rganos anteriormente comentados.

Variaciones en la actividad de las enzimas implicadas en 1la

fosforilacidén y descarboxilacién del MVA

Segin diversos autores, los carbohidratos repre-
sentan la mayor fuente de energia del embrién durante la pri-
mera semana de incubacién y las proteinas durante la segunda.
En el dltimo tercio de la incubacién son los lipidos, sin em-
bargo, quienes procuran el abastecimiento energético del em-

brién.

Poco es conocido sobre los enzimas que determi-
nan en este caso la tasa de utilizacidén de lipidos en el embrién
durante estos periodos que coinciden, ya de lleno, en el proce-
sode mielinizacién. Parece probable que el proceso inverso, 1li-
pogénesis, sélo llegue a ser relevante en el pollo tras la eclo
si6én, cuando ya el organismo cambia a una dieta rica en hidra-

tos de carbono con una disminucidén en el contenido de grasas.

Es bastante probable que 1la presencia de esta die-
ta lipidica en las udltimas etapas del desarrollo esté relacio-
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nada de forma directa con la adecuada culminacién del proceso
de mielinizacidén que se estd llevando a efecto. En este aspec-
to resulta interesante constatar algunas correspondencias entre
el desarrollo embrionario del pollo y el de algunos mamiferos,

como la rata, cuyo proceso de mielinizacién resulta muy semejan
te al humano.

A pesar de -la duracidén similar de la incubacién
en el pollo y la gestacién en la rata, el proceso de eclosién
en aves seria similar, en algunos aspectos, a la etapa de des-
tete en la rata y no a su nacimiento. Efectivamente, la depen-
dencia lipidica del embrién de pollo durante la ultima semana
de incubacidén es similar a la dieta de la rata recién nacida
a partir de la leche materna, coincidiendo esta dieta, igual
que ocurria en el pollo, con la etapa de maduracién de la mie-
lina, que en la rata se completa después del nacimiento. Des-
tete y eclosidén son similares, asi, en el sentido de que ambos
procesos estdn asociados con la transicidén desde una dieta rica
a grasas a una con bajo contenido en ellas, al tiempo que cul-

mina el proceso de mielinizacidn.

Un significativo nimero de enzimas parece emerger
en el cerebro de pollo antes de la eclosién y en la rata tras
el nacimiento. Estos enzimas parecen ser similares en ambos
casos, coincidiendo ambas etapas, igualmente, en la puesta en
marcha de una serie de rutas metabdlicas equivalentes. El es-
tudio de estas correlaciones puede representar un instrumento
itil para afirmar o no el papel fisioldgico sospechado de ta-

les mecanismos enzimdticos en el proceso de mielinizacién.

Se ha observado, mediante inyeccidén en el saco
vitelino de precursores marcados radiactivamente (281), que

el sistema enzimdtico que convierte el MVA en colesterol parece
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funcionar en el embrién de pollo ya desde el dia sexto de in-
cubacién. Sin embargo, la importancia de este mecanismo enzi-
mdtico no resulta clara, fundamentalmente después de compro-

bar la dependencia lipidica del embrién de pollo.

En preparaciones de higado de ratas alimentadas
con una dieta rica en colesterol se ha demostrado una inhibi
cién parcial de la conversién de MVA a farnesil-PP y coleste
rol, asi como en la de férnesil-PP a escualeno. Ello 1llevé
a postular la existencia de puntos secundarios de control de
la colesterogénesis situados entre MVA y farnesil-PP y en
algun paso posterior (probablemente en la conversién de este
Ultimo a escualeno), aunque estos lugares secundarios de con
trol tienen, probablemente,menor importancia como puntos de
control que el que posee la HMG-CoA reductasa.

Con objeto de determinar la importancia cuantita-
tiva del sistema enzimdtico implicado en la fosforilacién y
descarboxilacién del MVA en cerebro, higado, intestino y ri-
nén de embridén de pollo, se ha realizado la segunda parte de
esta Memoria donde se han determinado las variaciones de di-

chas actividades enzimdticas a lo largo del desarrollo.

Los resultados obtenidos en cerebro confirman, de
nuevo, la importancia del proceso de colesterogénesis duran-
te el periodo de mielinizacién. Asi, a pesar de que la acti
vidad pirofosfomevalonato cinasa no varia de forma notoria
durante el desarrollo embrionario, la mevalonato cinasa au-
menta sus niveles de actividad de forma acusada durante la
tercera semana de incubacidén. Estos resultados estdn de acuer
do con los obtenidos en trabajos anteriores realizados en este
Departamento (259) donde se ha indicado una disminucién de la
actividad mevalonato cinasa desde el dia 3 al 6 de vida post

natal, mientras que la fosfomevalonato cinasa tampoco en es-
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te caso muestra variones acusadas.

El hecho de que la actividad mevalonato cinasa
en cerebro sea francamente elevada durante el periodo de mie
linizacién activa sugiereque esta enzima posee un comporta-
miento paralelo a la biosintesis de colesterol durante el de
sarrollo, haciendo pensar que pueda tener importancia en di-
cho proceso.

La pirofosfomevalonato descarboxilasa presenta,
igualmente, durante el desarrollo embrionario un aumento muy
acusado en su actividad, sobre todo a partir del dia 13, au-
mento que continla hasta el dia 18-19 de desarrollo, donde
aparece una meseta de actividad mdxima, para disminuir a par
tir de este momento. E1 aumento en la actividad observado a
partir del dia 13 se corresponde con el incremento mis rdpi-
do en los niveles de colesterol libre en cerebro, tanto en
forma absoluta como relativa, detectado a partir de este dia.
En el pollo ya nacido (264) se ha demostrado que la actividad

se mantiene o incluso disminuye algo, a lo largo de la edad.

A la vista de estos resultados y teniendo en cuenta
el hecho de que la actividad especifica de la descarboxilasa
es mucho menor que la de la fosfomevalonato cinasa y mevalo-
nato cinasa es razonable sugerir que la descarboxilacién del
PPMVA juega, en el embrién de pollo, un papel regulador en la
sintesis cerebral de esteroles, al igual que en el cerebro de

ratas en desarrollo (257).

En el caso del higado ni la actividad mevalonato
cinasa ni la fosfomevalonato cinasa sufre grandes variaciones
a lo largo del desarrollo embrionario. En este S6rgano, la
actividad descarboxilasa ha mostrado ser bastante inferior a

la existente en cerebro, incluso disminuyendo hacia el final
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de la incubacién hasta casi la mitad de los valores iniciales.
Aunque en pollo se ha demostrado un aumento en la actividad
mevalonato cinasa a partir del dia 6 de vida postnatal (260),
una vez el animal se alimenta exclusivamente con una dieta

de bajo contenido lipidico, en rata no se han observado va-
riaciones en la actividad de estas enzimas tras el destete
(261).

La actividad birofosfomevalonato descarboxilasa he
pdtica ofrece, por el contrario, un tipico patrdén de desarro-
l1lo durante el periodo postnatal. Asi, la actividad es muy in-
ferior en ratas recién nacidas que en ratas destetadas (261).
Este aumento de actividad ha sido achacado al cambio dietario
que acompaha al destete. En efecto, dado que la leche de rata
contiene colesterol, se ha sugerido que éste podria actuar
inhibiendo la actividad descarboxilasa hepdtica durante la
lactancia.

También en pollo (264) se ha observado un gran au-
mento en la actividad descarboxilasa a los 5 dias tras la e-
closién, incremento que es igualmente explicado en base a los
factores nutricionales a que estdn expuestos los animales, ya
~que es precisamente hacia el 49 dia de vida postnatal cuando
el saco vitelino reabsorbido ha desaparecido totalmente, ali
mentdndose el animal, desde este momento, a expensas de una
dieta con bajo contenido lipidico. Parece, por lo tanto, 16-
gico suponer que en el caso del embrién de pollo la baja ac-
tividad descarboxilasa detectada en higado es debida funda-
mentalmente al gran aporte lipidico procedente de la yema,
asi como al gran contenido en colesterol del 6rgano que podria
igualmente actuar inhibiendo a la descarboxilasa.

En el caso del intestino la actividad mevalonato
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cinasa muestra una clara disminucién desde el dia 13 al 16

de desarrollo embrionario. La actividad fosfomevalonato cina
sa, por el contrario, no varia de forma muy acusada, e inclu
so aumenta algo durante los primeros dias de estudio. Los ni-
veles de actividad pirofosfomevalonato descarboxilasa, que

el dia 10 de incubacién eran minimos, aumentan de forma paten
te hacia el dia 14, manteniéndose en niveles mds elevados a
partir de este momento.

Los datos bibliogrdficos existentes sobre este 6r-
gano, en cuanto a las enzimas estudiadas, son minimos, aunque
parece ser que, en el caso del pollo (264), ninguna de las
tres enzimas sufre cambios en su actividad a lo largo de la
edad. Estos datos parecen indicar la independencia de tales
enzimas respecto al colesterol procedente de la yema en el
intestino de pollo durante el desarrollo embrionario y en e-

tapas inmediatas a la eclosioén.

En cuanto al rifién, el estudio efectuado indica
que las actividades enzimdticas responsables de la fosforila-
ci6én del dcido mevaldénico no son muy variables, manteniéndose
dentro de estrechos limites. La actividad pirofosfomevalonato
descarboxilasa, por el contrario, sufre una disminucidén a
partir del dia 15 de desarrollo embrionario, manteniéndose a
partir de este momento en niveles inferiores a los existentes
en etapas anteriores. También en este drgano son escasas las
investigaciones realizadas hasta el momento a pesar de la im-

portancia del rifién en el metabolismo del MVA (177).

Durante el periodo postnatal la actividad mevalo-
nato cinasa ha mostrado una disminucién hacia el dia 4-6 (259),
mientras que la actividad descérboxilasa se mantiene en ni-
veles poco variables (264). Los niveles de actividad pirofosfo

mevalonato descarboxilasa son, durante el periodo embriona-
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rio, superiores a los existentes tras la eclosién. Por 1lo
tanto es 16gico suponer que durante el periodo embrionario

el rifién debe actuar mds eficientemente que tras la eclosién
en el metabolismo del MVA, bien por la ruta de biosintesis de
esteroles o bien mediante su metabolizacién por la ruta no
conducente a esteroles.

14

Incorporacién de 2- "C-MVA

El siguiente paso en este trabajo ha tenido por
objeto determinar las posibles diferencias en la capacidad de
biosintesis de colesterol por el cerebro, higado, intestino
y rifién de pollo durante el desarrollo embrionario e inmediato
a la eclosién. Para ello se han realizado una serie de experien
cias de incorporacién "in vitro" de MVA a lipidos insaponifi-
cables por los cuatro 6rganos embrionarios. Por otra parte se
ha procedido a la separacién e identificacién de distintos
compuestos insaponificables a partir de lipidos totales. Asi-
mismo teniendo en cuenta la posible funcionalidad del "shunt"
que conduce a la sintesis de compuestos no esteroidicos se

14

ha determinado el desprendimiento de CO2 producido como

consecuencia del "shunt'".

Tanto en el caso del cerebro como del higado no

se ha observado desprendimiento de 14

CO2 como consecuencia del
"shunt", lo que indica claramente la no funcinalidad de esta
ruta metabdélica en ambos 6rganos durante el periodo embrio-
nario. El intestino y rifién han mostrado, en este aspecto,

un comportamiento semejante a lo largo del periodo embriona-
rio. Asi, el CO2 desprendido como consecuencia del "shunt'"

es bastante elevado, siendo algo superior en el caso del in-
testino. Estos resultados indican la funcionalidad de la ruta

metabélica de utilizacién de MVA no conducente a esteroles
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en rifién e intestino embrionarios, al igual que ocurre en el
caso del rifién de rata (117) y la inexistencia de ella en
cerebro e higado embrionarios.

. . . . . 4
La incorporacién "in vitro" de 2-1

C-MVA por el
cerebro embrionario ha mostrado realizarse a una velocidad
elevada y constante durante los dias 10-19 de desarrollo em-
brionario, presentando un descenso acusado entre este uUltimo
dia y el segundo tras la eclosién. Algunos autores (118,219)
han indicado la ventaja de expresar la actividad enzimdtica
HMG-CoA reductasa o las tasas sintéticas en cerebro durante el
periodo de desarrollo referidas al 6rgano completo, ya que

de este modo se elimina la posible distorsién de los datos
producida por cambios en el contenido de agua o en la acumu-

lacién de proteinas.

Nuestros resultados, mediante esta forma de expre-
sién, indican que la capacidad de utilizacidén de MVA por el
cerebro embrionario completo aumenta de forma muy notable has
ta el dia 19 de incubacién, periodo que coincide con la mie-
linizacién activa. El1 aumento observado en la incorporacién
de MVA a lipidos insaponificables totales se corresponde con
un incremento en el contenido de colesterol libre en cerebro
completo que aumenta de forma notable desde el dia 10 al 19
de desarrollo embrionario. En este sentido, también se ha
mostrado, en ratdén (118), un aumento importante en la incor-

14C-MVA durante el periodo que coincide con la

poracién de 2-
mielinizacidén, indicando la necesidad de una elevada actividad
sintética.

Cuando se examina el porcentaje de radiactividad
localizada en los distintos 1lipidos insaponificables respecto
al total, se observa que la incorporacién se realiza funda-

mentalmente a lanosterol desde el dia 10 al 16, de tal forma
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que supone mds del 30% de la radiactividad incorporada a 1lipi-
dos insaponificables totales. Hacia el final de la incubacién
disminuye la incorporacién de lanosterol mientras que aumenta
de forma similar la incorporacién al compuesto no identificado.

El porcentaje de incorporacién a colesterol se man
tiene siempre préximo al 20% mientras que, a lo largo de la in
cubacién, la incorporacidén a demosterol disminuye hasta ser 1la
mitad de la que existia el dia 10. Esta disminucién estd de acuer
do con las observaciones de la existencia de desmosterol en eta-
pas iniciales del desarrollo del cerebro (93, 94, 95), asi como
con el aumento en la actividad demosterol reductasa (97) que lle
varia consigo la disminucién en la concentracién de desmosterol
en cerebro,sugiriendo que el desmosterol puede jugar un papel
importante como precursor del colesterol durante el proceso de
mielinizacién.

14C

MVA a lipidos insaponificables es mayor que la observada en

En el caso del higado la incorporacién de 2-

cualquiera de los otros 6rganos independientemente de la edad
considerada si bien tiende a disminuir de forma notable desde
el dia 12 a 2 dias tras la eclosién. La representacidn gri-
fica de estas variaciones es semejante a la que se obtiene
representando el porcentaje relativo de colesterol libre du-
rante el periodo embrionarioya que en ambos casos se observa
una clara disminucidén desde el dia 12 hasta el final de la

incubacién.

Cuando analizamos la incorporacién a lipidos in-
saponificables totales en el higado completo se observa, se-
guin era de esperar debido al gran aumento en peso del é6rgano,
un claro incremento en la incorporacidén durante todo el perio

do embrionario. También en este caso se aprecia una corres-
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pondencia entre este aumento y el que experimenta el coleste-
rol libre del higado a lo largo de la incubacién que se incre-
menta desde valores de 0.16 mg hasta 3 mg en el momento de la
eclosidén. Que este aumento en el contenido en colesterol libre
y hepdtico sea el resultado de una sintesis enddégena en el pro
pio 6rgano o bien proceda del colesterol esterificado, tomado
de la yema e hidrolizado en el higado no se puede resolver con
los datos que poseemos‘actualmente. De todas formas la elevada
incorporacién de MVA existente en este 6rgano indica claramen-
te que al menos la secuencia enzimdtica responsable de la uti-
lizacién de MVA existe en el higado embrionario, pero la deter
minacién de si es o no funcional en las condiciones "in vivo"

requeriria estudios especificos en este sentido.

. ) .. 4
Cuando se examina la incorporacidn de 2—1

C-MVA

a colesterol se comprueba que la representacién grdfica es, en
cierto modo, semejante a la observada para los totales asi co-
mo para la variacidén en el porcentaje de colesterol libre en
higado aunque en este caso la disminucién observada a partir
del dia 14 es muy brusca manteniéndose a partir de entonces
en niveles muy bajos. Es también de resaltar el gran aumento
en la incorporacién a ubiquinona desde el dia 12 al 19. Estos
hechos se aprecian también claramente cuando se analiza el por
centaje de incorporacién de MVA a los distintos lipidos insa-
ponificables. En este caso el porcentaje de incorporacién a
colesterol disminuye desde un 47% hasta un 3% mientras aumen

ta el de ubiquinona desde un 10% hasta un 58%.

De nuevo en higado los resultados obtenidos pue-
den relacionarse con las condiciones nutricionales a que estd
sometido el pollo durante el proceso embrionario. En ratas,

Shah (155) ha observado un aumento en la incorporacién de MVA



-264-

a la fraccién no saponificable tras el destete y ha sugerido
que el colesterol de la leche materna puede actuar inhibiendo
alguna de las enzimas implicadas en la utilizacién de MVA. Esto
explicaria, en el caso del embrién de pollo -en condicio--
nes de un aporte de colesterol procedente de la yema y movili-
zado mds rdpidamente a partir del dia 10-12-,1a disminucién en
la incorporacién a lipidos insaponificables,que serfa debida ala
inhibicién producida por el colesterol sobre algunas enzimas
de esta ruta biosintética. De hecho, como ya se ha indicado,
la actividad PPMVA descarboxilasa disminuye a lo largo de 1la
incubacién. Mds que por el colesterol en si mismo, la inhibi-
cién seria producida por el colesterol en plasma que forma
parte de quilbmicrones y lipoproteinas al igual que ocurre en
cultivo de fibroblastos donde se ha observado una inhibicidn
en la biosintesis de colesterol_a partir de MVA por LDL, inhi-
bicién que es superior al 95% (251) mientras que en estas con-
diciones la incorporacién desde este sustrato a ubiquinona
aumenta en mds de un 100% (205). Esto explicaria, por lo tanto,
el aumento observado en la incorporacién a ubiquinona y la cla
ra disminucién en la incorporacién a colesterol tras el dia 12
de desarrollo embrionario e indicaria la posible existencia en
embrién de pollo, al igual que en fibroblastos, de un mecanis-
mo de control de la biosintesis de compuestos isoprenoides que
actuaria desviando el farnesil-PP formado hacia la sintesis de
compuestos no esteroidicos por inhibicién de la escualeno sin-
tetasa probablemente.

En cuanto al intestino, a diferencia de los érga-
nos antes mencionados, ha mostrado un aumento en 1la capacidad
de conversién de 2-14C-MVA a lipidos insaponificables desde
el dia 10 al 19 de desarrollo embrionario. La incorporacién

observada es, desde luego, independiente de la actividad MVA
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cinasa que disminuye de forma notoria hacia el dia 15 de de-
sarrollo embriqnario. Sin embargo el aumento en la incorpora-
cién puede relacionarse en parte con el de la actividad PPMVA
descarboxilasa por lo menos hasta el dia 14 de desarrollo em-
brionario.

Los datos que sobre éste érgano se poseen son mi-
nimos aunque en un trabajo aun no publicado realizado en este
Departamento se ha observado una parcial inhibicién de la acti
vidad descarboxilasa por efecto de 1la dieta, aunque no varia
a lo largo de la edad. El1 hecho de que en el embrién de pollo,
a diferencia de otras especies (79, 86), el colesterol exége-
no no induzca una inhibicién en la conversién de MVA y por 1lo
tanto posiblemente tampoco de los enzimas iﬁplicados en su
utilizacidn es de dificil explicacién. Se puede apuntar como
posibilidad el que en el animal nacido el colesterol dietario
ingiera directamente en el lumen intestinal donde actuaria de
forma directa sobre las células de la mucosa responsable de la
sintesis de colesterol, mientras que en el embrién de pollo el
colesterol procedente de la yema es reabsorbido y transportado
via circulacién vitelina y no se produce, por lo tanto, ingreso
en el lumen intestinal con lo cual su efecto sobre 1a mucosa
podria no ser tan patente ni tan rdpido como en el caso del
higado.

Cuando se examina la radiactividad incorporada a
distintos lipidos insaponificables se aprecia que el mayor por
centaje corresponde al colesterol desde el dia 10 al 14 dismi-
nuyendo a partir de este momento, mientras que en la misma eta
pa aumenta el porcentaje de incorporacién al compuesto no iden
tificado. Es de hacer notar que precisamente el aumento mis
patente se localiza entre el dia 19 y 21 en donde se ha obser-

vado precisamente una disminucién en la incorporacién a coles-
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terol. Esto podria indicar, en cuanto a la jdentidad de este
compuesto que debe ser precursor del colesterol mds que pro-
ducto de su metabolismo, puesto que se acumula en condiciones
en donde parece haberse producido inhibicién de algunas de
las enzimas implicadas en la utilizacién de MVA, como lo in-
dica la disminucidén observada en la incorporacién de este sus-

trato a lipidos insaponificables totales.

En el caso del rifién se ha obtenido una elevada

14C-MVA a lipidos insaponificables los pri-

incorporacién de 2-
meros dias de estudio, incorporacién que supera a la observa-
da para el cerebro o intestino los mismos dias de desarrollo.
En cuanto al patron de desarrollo seguido por este 6rgano se
aprecia un aumento notorio en la incorporaciéﬁ de MVA desde

el dia 11 hasta el 14 para disminuir de forma acusada hasta

el final del periodo de incubacién. Este patrén de desarrollo
puede relacionarse con el observado en la actividad PPMVA des-
carboxilasa que aumenta también de forma considerable durante
los dias 11-14 de desarrollo. La elevada capacidad de utiliza-
cién de MVA mostrada los primeros dias de estudio inciden en
confirmar la importancia de este 6rgano en el metabolismo del

MVA durante el desarrollo embrionario.

Cuando la velocidad de incorporacidén se expresa
referida al érgano completo aumenta tan s6lo hasta el dia 16
de incubacidén e incluso disminuye un poco hasta el momento de
la eclosidén. Los niveles de incorporacién mediante esta forma
de expresidén son mucho menores que los obtenidos para el cere-
bro o el higado, lo que es 16gico teniendo en cuenta el peque-

no peso del rifién durante el periodo embrionario.

Es interesante observar que la representacidén gra-

fica de la incorporacién de MVA a colesterol es prdcticamente
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igual a la que se obtiene de la incorporacién a 1lipidos tota-
les con un mdximo el dia 14. Esto se observa igualmente cuan-
do se representa el porcentaje de incorporacién a colesterol
mientras que la representacién del porcentaje de incorpora-
cién Jje MVA al compuesto no identificado tiene un perfil prdc-
ticamente invertido respecto al de colesterol.

Se ha indicado (117) que en rifién de rata la mayor
parte del MVA metabolizado se incorpora a escualeno (65%) y
lanosterol (21%). En nuestro caso el porcentaje de incorpora-
cién a ambos precursores es muy inferior y nuestros datos
estdn mds de acuerdo con los obtenidos por Wiley y col (177)

que detectan un 9% en lanosterol y 15% en escualeno.

Evolucidén de la HMG-CoA reductasa

Nuestros resultados muestran que la HMG-CoA reduc-
tasa en cerebro presenta niveles de actividad muy superiores
a los existentes en el resto de los tejidos estudiados. Asi,
la actividad en el cerebro esunas 15-20 veces superior a la

existente en el higado, intestino o rifién embrionario.

A pesar de lo esperado, en base a los resultados
obtenidos en cuanto a la actividad descarboxilasa, no se ha
observado un incremento notable en la actividad reductasa es-
pecifica a lo largo del desarrollo, sino que el cerebro no
presenta variaciones apreciables en esta actividad durante
el periodo estudiado. Cuando la actividad reductasa se expre-
sa como actividad total referida al d6rgano completo, aparece
de nuevo un claro incremento desde el dia 8 al 19 de desarro-
110 embrionario que desciende mds tarde a niveles inferiores
seglin cabia esperar en base al gran aumento en el contenido

en colesterol libre en este periodo. Esto es un hecho similar
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al que sucede en el cerebro de rata mediante esta forma de
expresar la actividad enzimdtica (219).

Los resultados que se han obtenido en ratas y ra-
tones, en cuanto al cambio de la reductasa con la edad, son un
tanto contradictorios si bien coinciden en confirmar la exis-
tencia de una elevada actividad en cerebro durante el periodo
de mielinizacidén, actividad netamente superior a la observada
en cerebro de animales adultos (118, 215, 216, 219). Son varios
los autores que coinciden en afirmar que durante el desarrollo
del cerebro la medida de la actividad enzimdtica total en éste,
puede proveer una informacién mas vdlida de los cambios de es-
ta enzima a lo largo del desarrollo que la de la actividad
especifica (118, 219). De hecho, en cerebro de rata, mientras
que la actividad especifica disminuye desde el dia 49 de vida
postnatal hasta el adulto, la actividad total en cerebro indi-
ca un aumento entre los dias 4 y 11 de desarrollo, etapa que
coincide con una acumulacién masiva de colesterol durante el

periodo de mielinizacién activa.

Todos los estudios efectuados durante la etapa de
desarrollo confirman la independencia del cerebro respecto del
colesterol de la dieta. Asi, en pollo se ha observado que 1la
actividad reductasa de cerebro es muy elevada durante los
primeros 4 dias de desarrollo postnatal (etapa en la que
ain el pollo se alimenta de la yema residual reabsorbida), no
viéndose afectada por adicién de colesterol exdégeno a la dieta
(154) . También en rata se ha observado la inaccesibilidad del
colesterol de la dieta a la actividad reductasa cerebral de
tal forma que esta no varia tras el cambio nutricional que
acompafia al destete (219). -



~269-

Todos estos hechos son perfectamente compatibles
con nuestros resultados puesto que la actividad especifica
reductasa detectada, aunque poco variable » €S muy superior
a la existente en el animal ya mielinizado y por lo tanto con
una menor necesidad de sintesis de colesterol lo que indica
la elevada funcionalidad de la ruta de biosintesis de coles-
terol durante el desarrollo del cerebro al mismo tiempo que
la no inhibicién de la actividad reductasa cerebral por el co-

lesterol exégeno procedente de la yema.

En higado la actividad reductasa ha mostrado ser
muy inferior a la observada en cerebro y también como en éste,
sin variaciones acusadas durante el desarrollo embrionario
aunque se detecta incluso una disminucién en los niveles de
actividad al acercarse el momento de la eclosién. Una vez fi-
nalizado el desarrollo embrionario y segin era de esperar por
resultados anteriores obtenidos en este Departamento (223), la
actividad comienza a aumentar de forma brusca a partir del 29

dia tras la eclosién.

Una vez mds los resultados obtenidos en higado han
de relacionarse con el estado nutricional de animal. Asi, en
rata (220, 221) se ha encontrado un fuerte incremento en la
actividad reductasa tras el destete alcanzdndose niveles supe-
riores a los observados en el animal adulto. La baja activi-
dad reductasa durante el periodo de lactancia, en rata, ven-
dria a coincidir con los resultados obtenidos en esta mis-
ma enzima en higado durante el periodo embrionario del po-
11o.

Se ha indicado que existe una correlacién inversa
entre el contenido en colesterol hepdtico y la actividad re-

ductasa (222) y por lo tanto la actividad reductasa prdctica-
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mente nula podria estar relacionada con el enorme acumulo de
colesterol observado en higado que es muy patente a partir
del dia 12, aunque tal y como sucede en rata en donde las
variaciones en los niveles de actividad reductasa hepética
sonn debidcs fundamentalmente a factores dietarios (221), es
probable que también en embridén de pollo sea éste el factor

involucrado en la baja actividad reductasa.

Los datos que se poseen sobre la actividad HMG-CoA
reductasa intestinal en mamiferos son minimos y se refieren
exclusivamente al periodo en que el animal posee una dieta se-
mejante a la del animal adulto, no existiendo datos en ratas
lactantes. En pollo, en un estudio efectuado sobre la HMG-CoA
reductasa intestinal durante el periodo perinatal (223) se ha
puesto de manifiesto también, al igual que en higado, un aumen
to en los niveles de actividad a partir del dia 4 de desarro-
1lo si bien mucho menos acusado que en éste, probablemente
debido a que el colesterol actia inhibiendo mucho mds a la en
zima hepdtica que a la intestinal, aunque de nuestros resulta-
dos se puede segerir que la HMG-CoA reductasa intestinal es
mucho mds sensible que la PPMVA descarboxilasa en este mismo
érgano, como lo demuestra el que la actividad de esta udltima

no varie, como la reductasa, durante el periodo postnatal.

En cuanto al rifién no nos ha sido posible encon-
trar datos sobre esta enzima ni durante la vida adulta del
animal ni durante su desarrollo. De todas formas como enzima
directamente implicado en la utilizacidén de acetato es posi-
ble relacionar los estudios efectuados en este aspecto con la
actividad de la enzima. Asi, sc ha observado en el animal adul
to que la incorporacién de acetato en rifién es prdcticamente
nula (117, 119). Nuestros resultados confirman que la capaci-

dad de sintesis de colesterol a partir de acetato es minima,
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tanto durante el periodo embrionario como durante los dias in-
mediatos a la eclosién como lo indica la baja actividad reducta
sa. Seria necesario efectuar el estudio de los niveles enzimd-
ticos en etapas posteriores de desarrollo del pollo, para de-
terminer si a lo largo de la edad se produce o no un aumento

en la actividad reductasa renal, aunque la actividad prdctica-
mente constante observada durante todo el periodo estudiado
tienden a indicar mds una dificultad del rifién para la utili-
zacién de acetato y confirmar de nuevo la importancia de este
6rgano en el metabolismo del MVA.

De la comparacién de las variaciones en la acti-
vidad HMG-CoA reductasa microsomal de cerebro, higado, intes-
tino y rifién se puede sugerir que la enzima no estd regulada
de una manera coordinada. Mds bien la actividad enzimdtica
parece responder marcadamente a las necesidades fisiolégicas
de cada tejido respecto a la sintesis de colesterol, lo cual
por otra parte, estd de acuerdo con el papel fundamental de

la enzima en la regulacién de la colesterogénesis.

Cambios en el contenido en colesterol y fosfolipidos de mem-

branas microsomales

Teniendo en cuenta el interés que puede presentar
el mejor conocimiento de la evolucidn de los componentes de
membranas microsomales con vistas al esclarecimiento del meca
nismo por el cual la HMG-CoA reductasa puede verse regulada,
se realizé el estudio de la composicidén lipidica de estas mem
branas en cerebro e higado durante el periodo perinatal. El
rifién e intestino no se usaron como material para este estu-
dio debido a la baja actividad reductasa observada en estos
érganos y a la poca importancia que esta enzima parece tener

en ambos 6rganos durante el periodo embrionario.



-272-

Los resultados de cerebromuestran que el contenido
microsomal de colesterol aumenta de forma apreciable entre el
dia 8 y 14 de incubacién descendiendo, a partir de este momen
to, hasta niveles semejantes a los iniciales. Como vemos, en
este caso el contenido en colesterol microsomal no aumenta
durante toda la incubacién a pesar del gran aumento en el
contenido en colesterol cerebral. Es posible pensar que el
cambio observado sea debido a la activa sintesis de coleste-
rol en el cerebro en desarrollo, sintesis que se realiza en
parte en las membranas microsomales (103, 114) produciéndose
por tanto una acumulacidn inicial de colesterol y la dismi-
nucidén posterior seria debidaa una mds rdpida movilizaciédn
de colesterol que ingresaria en la vaina de mielina en forma-
cién. Esto explicaria asimismo el aumento observado en los
niveles de fésforo lipidico desde el dia 10 al 16 y su poste-
rior disminucién., Como en el caso del cerebro, la mayor parte
del colesterol microsomal se halla en forma libre,y segin
datos anteriores (154) esta situacién se mantiene durante al

menos dos semanas tras la eclosién.

Los resultados obtenidos del andlisis del coles-
terol y fosfolipidos totales de extractos lipidicos de mem-
branas microsomales pueden ser expresados en términos de la
relacién molar colesterol / fésforo lipidico. Esta relacién
es especialmente importante por reflejar el grado de fluidez
de las membranas. Nuestros datos muestran que durante los pri-
meros dias de estudio (8-14 dias) la relacién molar es ligera
mente superior a la observada a partir de este momento pero
esta variacién es minima. Puesto que tampoco se han observa-
do variaciones en esta relacidén en el caso de microsomas de
cerebro durante las dos primeras semanas tras la eclosién
(154), la relacién molar y por tanto la fluidez de la membra-

na no se ve afectada, en cerebro, a lo largo del desarrollo.
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El higado, a diferencia del cerebro, no ha mos-
trado variacién en los niveles de colesterol microsomal duran-
te todo el periodo de incubacién, aunque tras ésta disminuye
el contenido en colesterol de forma notable. La mayor canti-
dad de colesterol en microsomas de higado durante el periodo
embrionario es posible que sea debida al aporte de colesterol
praocedente del saco vitelino. A cualquier edad el contenido en
colesterol de membranas microsomales es bastante inferior al
observado en el caso del cerebro.

El contenido en fosfolipidos totales de microso-
mas hepidticos, por otra parte, tampoco ha mostrado variaciones
notables a lo largo de todo el periodo estudiado aunque los
niveles observados tras la eclosién son ligeramente inferiores
a los existentes en etapas anteriores. El contenido en fosfolil
pidos es también inferior al existente en cerebro durante el
mismo periodo.

En cuanto al contenido en colesterol libre y este-
rificado de membranas microsomales de higado se ha observado
que, a diferencia de los resultados obtenidos en el érgano com
pleto, el nivel de colesterol libre es superior al de esterifi
cado siendo ésta una caracteristica de las membranas microso-
males en condiciones normales ya que esta situacién se mantie-

ne incluso durante dos semanas tras la eclosion.

La relacién molar, en el caso del higado no ha
mostrado cambios notorios durante el periodo estudiado, como
es 16gico debido a la inexistencia de cambios en el conteni-
do de colesterol o fésforo lipidico microsomales. Esta rela-
cién es, por otra parte, superior ‘a la observada en cerebro
lo que supondria un menor grado de fluidez de estas membra-

nas.
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14

Incorporacién de 1-"'C -acetato

La mayor parte de las investigaciones realizadas
hasta el momento, en cuanto a la regulacidén del metabolismo
del colesterol se han llevado a cabo mediante la utilizacién
de precursores marcados, con objeto de determinar las tasas
absolutas de sintesis de esteroles, o mediante el estudio de
la actividad HMG-CoA reductasa que, al menos en higado, es 1la
enzima que determina la capacidad de biosintesis de coleste-
Tol.

En cuanto a la utilizacién de precursores marca-
dos, uno de los sustratos usados de forma mas comin es el
1—14C—acetato. Actualmente se estd empezando a reconocer que
tal método lleva consigo comlinmente una infravaloracidén de las
verdaderas tasas de sintesis (152, 198). El1 que este método no
sea una medida totalmente vidlida de la capacidad de sintesis
es debido fundamentalmente a tres razones (198). Una de ellas
seria la tasa de penetracién del sustrato a través de la mem-
brana celular. En segundo lugar, segin se ha indicado, la ac-
tivacién citosélica del acetato a HMG-CoA seria en realidad
una etapa limitante en el caso de este sustrato y finalmente
estd el hecho de que la actividad especifica del sustrato o
del acetil-CoA generado desde éste puede sufrir dilucién den-
tro de la célula. Por lo tanto los resultados obtenidos con

este método deben ser interpretados con cierta prudencia.

Por otra parte, también se ha indicado que, al
menos bajo ciertas condiciones, no siempre las variaciones
observadas en la actividad HMG-CoA reductasa van acompafiadas
de un cambio paralelo en la capacidad de utilizacién de ace-
tato (151).



-275-

En cuanto a la velocidad de utilizacién de aceta-
to por el cerebro de pollo durante el desarrollo embrionario
e inmediato a la eclosidén, los resultados han sido sorpren-
dentes. En efecto, a pesar de que la actividad reductasa no
varia a lo largo del desarrollo embrionario y postnatal, la
incorporacién de acetato a lipidos insaponificables disminu-
ye durante todo el perjodo estudiado. De hecho también algu-
nos autores (118) han sefialado una disociacién entre la activi
dad reductasa en cerebro de ratones recién nacidos y la incor
poracidén de acetato durante el mismo periodo, de tal forma
que mientras se observa una gran disminucién en la actividad

reductasa, la incorporacién de acetato aumenta de forma nota-
ble.

Se ha sugerido repetidamente que, en el cerebro
de ratas en desarrollo, los cuerpos ceténicos juegan un papel

muy importante, siendo usados de forma preferente sobre el
acetato (119) y concretamente se ha observado la existencia
de un patrén de desarrollo de utilizacién de cuerpos ceténi-
cos en cerebro. Asi, la utilizacién de aqﬁéllos para la sin-
tesis de esteroles es mdxima en el periodo de mielinizacién
en rata (122, 125) mientras que en pollo la utilizacién de
cuerpos ceténicos por el cerebro es muy superior a la edad
de 1 dia que a la de 4 o 30 dias (134).

En base a estos hechos se puede sugerir que duran
te el desarrollo del cerebro el acetato puede ser desviado a
una ruta no esteroidica, mediante su oxidacidén a CO2 en el
ciclo de Krebs, abasteciendo al cerebro de la energia que
precisa en gran cantidad durante esta estapa, o bien median
te su utilizacién para la sintesis de dcidos grasos. Los cuer
pos cetdénicos, por el contrario, serian usados de forma muy

eficiente para la sintesis de esteroles.
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Por otra parte es también posible que una inhi-
bicién en la utilizacién citosélica del acetato pard 14 for-
macién de HMG-CoA sea la responsable de la disminucién obser
vada en nuestro caso. De hecho se ha indicado que la activi-
dad acetoacetil-CoA tiolasa citoplasmdtica de embrién de po-
llo es menor en el momento de la eclosién que en el dida 10-12
de desarrollo embrionario, mientras que la actividad de esta
enzima en la fraccién mitocondrial (implicada en la utiliza-
cién de cuerpos cetdénicos) aumenta considerablemente conforme
se acerca el momento de la eclosidén (193).

El mayor porcentaje de radiactividad en cerebro

desde 1-14

rol y de ellos sobre todo en colesterol. El porcentaje de in-

C-acetato se ha localizado en colesterol y demoste-

corporacidén a desmosterol es elevado al comienzo del periodo
estudiado (30%) pero disminuye de forma notable a lo largo

de la incubacién, llegando a ser de un 10% uUnicamente. Un
aumento paralelo se ha observado en el porcentaje de incorpo-
racién a colesterol, que aumenta desde un 35% a un 53%. Por lo
tanto es 16gico pensar que, puesto que el pbrcentaje de incor
poracién al resto de los esteroles no varia de forma acusada,
el aumento en la incorporacidén a colesterol se realiza a expen
sar de la disminucién sufrida por el desmosterol. La disminu-
cidén observada en el porcentaje de incorporacién a desmosterol
estd de acuerdo con las observaciones de la existencia de ni-
veles relativamente elevados de desmosterol durante el desa-
rrollo del cerebro (93, 94, 95) y sugiere que el desmosterol
ha de jugar un importante papel en la regulacién de la bio-
sintesis de colesterol en pollo durante el desarrollo del
sistema nervioso, como precursor del colesterol,al igual que
ocurre en otras especies (110).
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La capacidad de utilizacién de acetato por el hi-
gado ha resultado ser minima e incluso disminuir a lo largo
del desarrollo embrionario. Esta incorporacién tan baja no es
sorprendente en vista de las actividades HMG-CoA reductasa
observadas durante el mismo periodo. Como puede verse, los re-
sultados obtenidos en cuanto a la velocidad de incorporacidn
de acetato en higado son comparables en general con las de
la actividad reductasa en éste. En ambos casos las activida-
des son minimas e incluso disminuyen un tanto a lo largo del
periodo de incubacién. Esto viene a confirmar que en el higa-
do embrionario la actividad reductasa actda, al igual que en
rata (69, 208), como el punto de control primario de la co-
lesterogénesis, limitando el abastecimiento de sustrato a la
ruta colesterogénica en condiciones de un gran aporte lipidi-
co (en donde no se precisaria la existencia de una activa sin
tesis de colesterol); y de hecho se ha comprobado (223) que a
partir del dia 4 de vida postnatal se produce un fuerte incre-
mento en la incorporacién de acetato a lipidos insaponifica-
bles.

En cuanto al porcentaje de incorporacién de aceta-
to a lipidos insaponificables, nuestres resultados indican una
mdxima incorporacidén a colesterol, que supondria del dia 10 al
19 mds del 50% de la incorporacién total observada. El porcen
taje de incorporacién al resto de los lipidos insaponificables
(mucho menor que el ya indicado a colesterol) aumenta a partir
del dia 19 de tal forma que los porcentajes de incorporacidn
se hacen semejantes para cada uno de los lipidos. Es curioso
que, aunque el funcionamiento de la ruta biosintética en es-
tas condiciones sea minimo se observe un gran porcentaje de
incorporacién a colesterol; por lo tanto debe ser suficiente
la baja actividad reductasa para suministrar precursores de
colesterol, que serdn usados fundamentalmente para la sintesis

de éste.

AR
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En resumen nuestros resultados confirman plena-
mente la existencia, durante el desarrollo embrionario, de
una biosintesis activa de colesterol en cerebro, como lo in-
dican las elevadas actividades de enzimas implicadas en este
proceso durante la etapa de mielinizacién, asi como el aci-
mulo de colesterol libre detectado durante este periodo. Por
otra parte, el cerebro, a diferencia de los otros 6rganos es-
tudiados, ha mostrado ser'independiente del colesterol proce-
dente del saco vitelino que no inhibe, en dicho 6rgano, el
proceso de colesterogénesis. El resto de los 6rganos poseen
actividades enzimdticas muy inferiores lo que indicaria que,
a diferencia del animal adulto, el cerebro contribuye en gran
medida a la biosintesis neta de colesterol en-el embrién mien

tras que la contribucidén del resto de los 6rganos seria mucho
menor.
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1.- Se ha estudiado la evolucién del conteni-
do en colesterol total, libre y esterificado en cerebro, hi-
gado y rifién de embrién de pollo. Al comienzo del periodo es-
tudiado (10 dias), el cerebro es el 6rgano que mayor cantidad
de colesterol presenta, seguido del higado y del rifién. A lo
largo del desarrollo embrionario, la cantidad de colesterol
depositada en los tres 6rganos aumenta claramente si bien en
el momento de la eclosién, el acumulo es muy superior en higa-
do, alcanzdndose niveles casi diez veces superiores a los ob-

servados en cerebro y de setenta veces a los observados en rifién.

2.- Cuando el colesterol total se refiere a una
misma cantidad de tejido (100 mg), las variaciones son mucho
menos patentes en cerebro y prdcticamente inexistentes en ri-
nén, mientras que en el higado se observan en la eclosidén ni-
veles diez veces superiores a los observados a los 10 dias de

incubacidn.

3. - Tanto en cerebro como en rifién la mayor
parte del colesterol corresponde al colesterol libre, mientras
que en higado la mayoria del colesterol se presenta en forma
esterificada. El porcentaje de colesterol libre en cerebro se
mantiene por encima del 90% a lo largo de todo el desarrollo
embrionario,mientras que en rifién este porcentaje oscila en-
tre el 75 y el 90%, con una ligera tendencia a mantenerse du-
rante los Ultimos dias. En higado el porcentaje de colesterol
libre disminuye marcadamente con el desarrollo pasando a ser
de un 60 - 50% en los dias 10-12 a menos de un 10% en las

proximidades de la eclosidn.
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4.- Las actividades enzimdticas implicadas
en la fosforilacién del dcido mevaldnico presentan niveles
semejantes en cerebro, higado, intestino y rifién de embrién
de pollo. La actividad mevalonato cinasa presenta pocas varia-
ciones a lo largo del periodo de incubacién, siendo sélo de
destacar un aumento en la actividad en cerebro a partir del
dia 15 y una disminucién entre los dias 10-15 de 1a actividad
enzimdtica en intestino. La actividad fosfomevalonato cinasa
no presenta variaciones apreciables durante el desarrollo em

brionario.

5.- La actividad pirofosfomevalonato descarbo-
xilasa se mantiene en niveles muy bajos en los drganos mencio-
nados sin variaciones significativas en higado e intestino a
lo largo del periodo estudiado. Sin embargo, la actividad des-
carboxilasa de cerebro aumenta claramente desde el dia 13 al
18-19, disminuyendo posteriormente, mientras que la enzima de
rindén es mdxima entre los dias 12 y 16, disminuyendo también
en las proximidades de la eclosién. En cualquier caso, la ac-
tividad PPMVA descarboxilasa es muy inferior a la PMVA cinasa

y ésta a su vez, inferior a la MVA cinasa.

6.- Se ha estudiado el funcionamiento del
"shunt" del dcido mevaldnico en embrién de pollo, observan-

dose que la produccién de 14

CO2 a partir de MVA tomada como

indice del mencionado "shunt" es prdcticamente nula en cerebro
e higado pero considerable en rifién e intestino, con leves va-
riaciones a lo largo del desarrollo embrionario en ambos orga-

nos.

7.- La incorporacién de MVA a lipidos insapo-
nificables presenta niveles muy superiores en higado que en

el resto de los tejidos estudiados, si bien disminuye ligera-
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mente a lo largo de la incubacién. La incorporacién en cere-
bro no cambia durante el mismo periodo, mientras que en in-
testino se alcanza un mdximo hacia el dia 19 y en rifién hacia
el dia 14. Cuando los resultados se expresan por 6rgano comple-
to, se observa un ligero aumento de la incorporacién a medida
que aumenta la edad del embrién, de acuerdo con los cambios

de peso de los correspondientes Srganos.

8.- En cerebro, lanosterol y colesterol son los
insaponificables a los que se incorpora el mayor porcentaje del
MVA apareciendo asimismo un porcentaje apreciable en desmoste-
rol durante todo el periodo embrionario ensayado. En higado,
el porcentaje de MVA incorporado a colesterol es mdximo sélo
durante los primeros dias estudiados, disminuyendo claramen-
te a la vez que aumenta la ubiquinona a medida que se acerca
la eclosidn. Las variaciones de los porcentajes de MVA incor-
porado a los distintos 1lipidos insaponificables no presentan
variaciones tan acusadas en intestino y rifién. S6lo es desta-
cable el mdximo en la incorporacién a colesterol observado
en rifién hacia el dia 14, que coincide con el mdximo de in-

corporacién a insaponificables totales en este S6rgano.

9.- La actividad especifica de la HMG-CoA re-
ductasa no presenta variaciones significativas a lo largo del
desarrollo embrionario. Sus niveles son muy superiores en ce-
rebro que en los restantes organos estudiados. Sin embargo
es de destacar el aumento de la actividad reductasa de higa
do e intestino en los dias inmediatos a la eclosién, mientras
que en cerebro y rifién los niveles se mantienen mds o menos

semejantes a los observados en el embridn.
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10.- La relacion molar colesterol/fésforo 1i-
pidico en microsomas, considerada como un indice del grado
de fluidez de la membrana, no cambia en cerebro ni en higado
a lo largo del desarrollo embrionario y postnatal, lo que
parece corroborar que los cambios de la actividad reductasa
relacionados con la edad no se llevan a cabo mediante modi-
ficaciones de la fluidez de la membrana microsomal. En ambos
6rganos el porcentaje de'colesterol microsomal en forma 1i-
bre es superir al esterificado y se mantiene sin cambios apre

ciables a lo largo del periodo estudiado.

11.- La incorporacidn de acetato a lipidos
insaponificables presenta niveles mucho mds elevados en cere-
bro que en higado, aunque en ambos 6rganos disminuye a lo
largo de todo el periodo estudiado. Cuando los resultados se
refieren al 6rgano completo se observa, en ambos érganos, un
ligero aumento en la incorporacién de acetato los primeros
dias de estudio para descender mds tarde hasta el momento de
la eclosiodn.

12.-Tanto en cerebro como en higado la incor
poracidén de acetato a cada uno de los lipidos insaponifica-
bles detectados disminuye de forma semejante a la observada
para los lipidos totales. En cerebro, el porcentaje de incor
poracién de acetato a colesterol aumenta de forma considera-
ble durante casi todo el periodo estudiado, mientras que la
incorporacién a desmosterol disminuye de forma similar du-
rante el mismo periodo. El porcentaje de incorporacién al res
to de los lipidos insaponificables no varia de forma acusada.
En higado, el acetato se incorpora fundamentalmente a coles-
terol, suponiendo éste mas del 50% de la incorporacién obser
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vada. El porcentaje de incorporacién del resto de los lipi-
dos insaponificables no varia prdcticamente a lo largo del
desarrollo embrionario.
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